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ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ 

ΤΗΣ ΕΛΛΗΝΙΚΗΣ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑΣ 

ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ Αρ. Φύλλου 605 

6 Μαΐου 2005 


ΑΠΟΦΑΣΕΙ Σ 

Αριθ. 558/2004 

Τροποποίηση της υπ’ αριθμ. απόφασης Α.Χ.Σ. Νο 378/94, 
(Φ.Ε.Κ. 705/Β720.9.1994) σε εναρμόνιση προς την 
Οδηγία 2004/73/ΕΚ (ΕΕ [_152 της 30.4.2004) της Επι¬ 
τροπής της Ευρωπαϊκής Κοινότητας «σχετικά με την 
προσαρμογή στην τεχνική πρόοδο, για εικοστή ένατη 
φορά της Οδηγίας 67/548/ΕΟΚ του Συμβουλίου περί 
προσεγγίσεως των νομοθετικών, κανονιστικών και δι¬ 
οικητικών διατάξεων που αφορούν την ταξινόμηση, 
συσκευασία και επισήμανση των επικίνδυνων ουσιών», 
το διορθωτικό της Οδηγίας 2004/73/ΕΚ (ΕΕ ί 216 της 
16.6.2004) και το διορθωτικό του διορθωτικού της 
Οδηγίας 2004/73/ΕΚ (ΕΕ ί 236 της 7.7.2004). 

Ο ΥΠΟΥΡΓΟΣ ΚΑΙ Ο ΥΦΥΠΟΥΡΓΟΣ 
ΟΙΚΟΝΟΜΙΑΣ ΚΑΙ ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΩΝ 

Έχοντας υπόψη: 

1. Το έγγραφο της Διεύθυνσης Περιβάλλοντος του Γενι¬ 
κού Χημείου του Κράτους υπ’ αριθμ. 3021707/3839/2004. 

2. Τις διατάξεις του άρθρου 1 (παρ. 1, 2 και 3) του ν. 
1338/1983 «Εφαρμογή του Κοινοτικού Δικαίου» (Φ.Ε.Κ. 
34/Α/1983) όπως τροποποιήθηκε από το άρθρο 6 του ν. 
1440/1984 «Συμμετοχή της Ελλάδος στο Κεφάλαιο, στα 
αποθεματικά και στις προβλέψεις της Ευρωπαϊκής Τρά¬ 
πεζας Επενδύσεων, στο Κεφάλαιο της Ευρωπαϊκής Κοι- 
νότητος Ανθρακος καιΧάλυβος και του Οργανισμού Εφο¬ 
διασμού ΕΥΡΤΟΜ» (Φ.Ε.Κ. 70/Α/1984) καθώς και το άρ¬ 
θρο 65 του ν. 1892/1990 (Φ.Ε.Κ. 101/Α/1990). 

3. Το εδάφιο δ της παρ. 8 του άρθρου 6 του νόμου 
4328/1929 (Φ.Ε.Κ. 272/Α/1929) «Περί συστάσεως Γενικού 
Χημείου του Κράτους», όπως αντικαταστάθηκε από την 
παράγραφο 6 του άρθρου 11 του νόμου 2343/95, (Φ.Ε.Κ. 
211/Α/11.10.1995). 

4. Το άρθρο 4 του Διατάγματος της 31ης Οκτωβρίου 
1929 «Περί κανονισμού της λειτουργίας και των εργασιών 
του Ανωτάτου Χημικού Συμβουλίου» (Φ.Ε.Κ. 391/Α/1929). 

5. Το άρθρο 1 του νόμου 115/1975 «Περίτροποποιήσε- 
ως διατάξεων τινών του ν. 4328/1929» (Φ.Ε.Κ. 172/Α/ 
1975). 

6. Τα Π.Δ. 284/1988 και 543/1989 «Οργανισμός του 
Υπουργείου Οικονομικών» (Φ.Ε.Κ. 128 και 165/Α/1988 και 
229/Α/1989). 


7. Την υπ’ αριθμ. 1078204/927/0006 Α/6.8.1992 απόφα¬ 
ση «Περιορισμός Συλλογικών Οργάνων του Υπουργείου 
Οικονομικών» των Υπουργών Προεδρίας και Οικονομι¬ 
κών" (Φ.Ε.Κ. 517/Β/1992). 

8. Την υπ’ αριθμ. 14650/Δ10Ε85/17.3.2004 (Φ.Ε.Κ. 
519/Β/17.3.2004) Απόφαση του Πρωθυπουργού και 
Υπουργού Οικονομίας και Οικονομικών «Καθορισμός αρ¬ 
μοδιοτήτων των Υφυπουργών Οικονομίας και Οικονομι¬ 
κών». 

9. Τις διατάξεις του άρθρου 29 Α του ν. 1558/1985 
(Φ.Ε.Κ. 137/Α/1985) όπως το άρθρο αυτό προστέθηκε με 
το άρθρο 27 του ν. 2081/1992 (Φ.Ε.Κ. 154/Α/1992) και 
αντικαταστάθηκε από το άρθρο 1 παρ. 2α του ν. 
2469/1997 (38 Α) και το γεγονός ότι από την παρούσα 
απόφαση δεν προκαλείται δαπάνη σε βάρος του Κρατι¬ 
κού Προϋπολογισμού, αποφασίζουμε: 

Εγκρίνουμε την απόφαση υπ’ αριθμ. 558/2004 του Ανω¬ 
τάτου Χημικού Συμβουλίου η οποία ελήφθη κατά τη συνε¬ 
δρίαση της 3/2/2005 και η οποία έχει ως εξής: 

ΓΕΝΙΚΟ ΧΗΜΕΙΟ ΤΟΥ ΚΡΑΤΟΥΣ 

ΑΝΩΤΑΤΟ ΧΗΜΙΚΟ ΣΥΜΒΟΥΛΙΟ 

Εγκρίνουμε την προσαρμογή στην τεχνική πρόοδο των 
Παραρτημάτων I και V της Απόφασης Α.Χ.Σ. 378/1994, 
(Φ.Ε.Κ. 705/Β720.9.1994), όπως έχει τροποποιηθεί και 
ισχύει, σε εναρμόνιση προς τα άρθρα και τα Παραρτήμα¬ 
τα της Οδηγίας 2004/73/ΕΚ και των διορθωτικών της, ως 
ακολούθως: 

Άρθρο 1 

Η παρούσα Απόφαση εναρμονίζει την Ελληνική Νομο¬ 
θεσία προς την Οδηγία 2004/73/ΕΚ (ΕΕ Ι_ 152 της 
30.4.2004) της Επιτροπής της Ευρωπαϊκής Κοινότητας 
«σχετικά με την προσαρμογή στην τεχνική πρόοδο, για ει¬ 
κοστή ένατη φορά της Οδηγίας 67 / 548 / ΕΟΚ του Συμ¬ 
βουλίου περί προσεγγίσεως των νομοθετικών, κανονιστι¬ 
κών και διοικητικών διατάξεων που αφορούν την ταξινό¬ 
μηση, συσκευασία και επισήμανση των επικίνδυνων 
ουσιών», το διορθωτικό της Οδηγίας 2004/73/ΕΚ (ΕΕ ί 
216της 16.6.2004) καιτο διορθωτικό του διορθωτικού της 
Οδηγίας 2004/73/ΕΚ (ΕΕ Ι_ 236 της 7.7.2004). 

Τα Παραρτήματα της Οδηγίας 2004/73/ΕΚ και των διορ¬ 
θωτικών της προσαρμόζουν στην τεχνική πρόοδο τα Πα- 
ραρτημάτα I και V της Οδηγίας 67/548/ΕΟΚ (ΕΕ Ι_ 
196/18.6.1967), όπως έχει τροποποιηθεί και ισχύει και 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


προς την οποία έχει εναρμονισθεί η Ελληνική Νομοθεσία 
με την Απόφαση του Α.Χ.Σ. 378/1994, (ΦΕΚ 705/Β7 
20.9.1994) «Επικίνδυνες ουσίες, ταξινόμηση, συσκευασία 
και επισήμανση αυτών σε συμμόρφωση προς την οδηγία 
του Συμβουλίου των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων 
67/548/ΕΟΚ όπως έχει τροποποιηθεί και ισχύει». 

Άρθρο 2 

Η απόφ. Α.Χ.Σ. 378/1994, (ΦΕΚ 705/Β720.9.1994), όπως 
έχει τροποποιηθεί και ισχύει, με την παρούσα Απόφαση 
τροποποιείται ως εξής: 

1. Το Παράρτημα I τροποποιείται ως εξής: 

α) Η σημείωση Κ στον πρόλογο αντικαθίσταται από το 
κείμενο που αναφέρεται στο παράρτημα ΙΑ της παρού¬ 
σας Απόφασης. 

β) Οι καταχωρήσεις που αντιστοιχούν στις καταχωρή¬ 
σεις του παραρτήματος 1Β της παρούσας Απόφασης 
αντικαθίστανται από το κείμενο που αναφέρεται στο εν 
λόγω παράρτημα. 

γ) Οι καταχωρήσεις του Παραρτήματος 1Γ της παρού¬ 
σας Απόφασης ενσωματώνονται σύμφωνα με τη σειρά 
των καταχωρίσεων που ορίζονται στο παράρτημα I της 
απόφ. Α.Χ.Σ. 378/1994, (ΦΕΚ 705/Β720.9.1994). 

δ) Οι καταχωρήσεις με αριθμό καταλόγου 604-050-00- 
X, 607-050-00-8, 607-171-00-6 και 613-130-00-3 διαγρά¬ 
φονται. 

ε) Η καταχώρηση με αριθμό καταλόγου 048-002-00-0 
αντικαθίσταται από τις καταχωρίσεις με αριθμό καταλό¬ 
γου 048-002-00-0 και 048-011-00-Χ ως αναφέρονται στο 
παράρτημα ΙΔτης παρούσας Απόφασης. 

στ) Η καταχώριση με αριθμό καταλόγου 609-006-00-3 
αντικαθίσταται από τις καταχωρίσεις με αριθμούς κατα¬ 
λόγου 609-006-00-3 και 609-065-00-5 ως αναφέρονται 
στο παράρτημα ΙΔτης παρούσας Απόφασης. 

ζ) Η καταχώριση με αριθμό καταλόγου 612-039-00-6 
αντικαθίσταται από τις καταχωρίσεις με αριθμούς κατα¬ 
λόγου 612-039-006 και 612-207-00-9 ως αναφέρονται στο 
παράρτημα 1Δ. 

2. Το Παράρτημα V τροποποιείται ως εξής: 

α) Η δοκιμή που αναφέρεται στο παράρτημα 2Ατης πα¬ 
ρούσας απόφασης προστίθεται ως κεφάλαιο Α.21. 


β) Το κεφάλαιο Β.ΐδις αντικαθίσταται από το κείμενο 
που παρατίθεται στο παράρτημα 2Β της παρούσας από¬ 
φασης. 

γ) Το κεφάλαιο Β.ίτρις αντικαθίσταται από το κείμενο 
που παρατίθεται στο παράρτημα 2Γ της παρούσας από¬ 
φασης. 

δ) Το κεφάλαιο Β.4 αντικαθίσταται από το κείμενο που 
παρατίθεται στο παράρτημα 2Δ της παρούσας απόφα¬ 
σης. 

ε) Το κεφάλαιο Β.5 αντικαθίσταται από το κείμενο που 
παρατίθεται στο παράρτημα 2Ε της παρούσας απόφα¬ 
σης. 

στ) Το κεφάλαιο Β.31 αντικαθίσταται από το κείμενο 
που παρατίθεται στο παράρτημα 2ΣΤ της παρούσας από¬ 
φασης. 

ζ) Το κεφάλαιο Β.35 αντικαθίσταται από το κείμενο που 
παρατίθεται στο παράρτημα 2Ζ της παρούσας απόφα¬ 
σης. 

η) Το κείμενο που παρατίθεται στο παράρτημα 2Η της 
παρούσας απόφασης προστίθεται ως κεφάλαιο Β.42 και 
Β.43. 

θ) Το κείμενο που παρατίθεται στο παράρτημα 2Θ της 
παρούσας απόφασης προστίθεται ως κεφάλαια Γ.21 έως 
Γ.24. 

Άρθρο 3 

Η παρούσα Απόφαση συνοδεύεται από τα Παραρτήμα¬ 
τα ΙΑ, 1Β, 1Γ, 1Δ, 2Α, 2Β, 2Γ, 2Δ, 2Ε, 2ΣΤ, 2Ζ, 2Η, 2Θτα 
οποία αποτελούν αναπόσπαστο μέρος αυτής. 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΑ 

«Σημείωση Κ: 

Η ταξινόμηση ως καρκινογόνου ή μεταλλαξιγόνου μιας 
ουσίας δεν ισχύει αν μπορεί να αποδειχθεί ότι η ουσία πε¬ 
ριέχει λιγότερο από 0,1% κ.β. 1,3 βουταδιενίου (Είηθοε 
Νο 203-450-8). Αν η ουσία δεν ταξινομείται ως καρκινογό¬ 
νος ή μεταλλαξιγόνος, ισχύουντουλάχιστον οι φράσεις 5 
(2-)9-16. Η σημείωση αυτή ισχύει μόνο για ορισμένα πο¬ 
λύπλοκα παράγωγα πετρελαίου στο παράρτημα I». 
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006-044-00-7 ΐδορτοΙυΓοη 3-(4- 251-835-4 34123-59-6 Οατο. Οαΐ. 3; Κ40 Χη; Ν € > 2,5 %: Χη, Ν; Κ40-50-53 

ισοπροπυλοφαινυλο)-1,1- Ν; Κ.50-53 Κ: 40-50/53 1 % < Ο < 2,5 %: Χη, Ν; Κ.40-51-53 

διμεθυλουρία 8: (2-)36/37-60-61 0,25 % < Ο < 1 %: Ν; Κ.51-53 

0,025 % < Ο < 0,25 %: Ε.52-53 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



| 007-017-00-2 | νιτρώδης ισοβουτυλεστέρας | Ε | 208-819-7 | 542-56-3 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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015-065-00-0 διθειοφωσφορικός Ο,Ο- - 2703-37-9 Τ+; Κ.26/27/28 Τ+; Ν 

διμεθυλο-5"-(2- Ν; Κ.51-53 Κ: 26/27/28-51/53 

αιθυλοσουλφινυλο)-αιθυλ- 8: (1/2-)13-28-45-61 

_ εστέρας _ 

015-076-00-0 ροΐαέαη - 299-45-6 Τ+; Κ26/27/28 Τ+; Ν ~ 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



017-005-00-9 χλωρικό νάτριο 231-887-4 7775-09-9 Ο; Κ9 Ο; Χη; Ν 

Χη; Κ.22 Κ: 9-22-51/53 

____ Ν; Κ51-53 _ 8: (2-) 13-17-46-61 

















































017-011-00-1 υποχλωριώδες νάτριο, Β 231-668-3 7681-52-9 Ο; Ε34 Ο;.» € > 25 %: Ο, Ν; Κ31-34-50 

διάλυμα... 0 » ενεργό χλώριο Κ31 Κ.: 31-34-50 10 % < Ο <= 25 % Ο; Κ.31-34 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8381 



























ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8382 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


























































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8383 
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0,5 % I I %: Τ; Κ45-46-60-61- 

20/22-48/20/22-52/53 

0,25 °Ό < Ο < 0.5 °Ό: Τ; Κ45-46-20/22- 


8384 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8385 






































8386 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 














































αντιμονίου ( 8 β 2 0 5 ), του 
τριθειούχου αντιμονίου 
( 8 ^ 283 ), του πενταθειούχου 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8387 
















601-025-00-5 Μεσιτυλένιο 1,3,5- 203-604-4 108-67-8 Κ10 Χϊ; Ν <3 > 25 %: Χϊ, Ν; Κ.3 

τριμεξυλοβενζόλιο Χΐ; Κ37 Κ.: 10-37-51/53 2,5 % < Ο < 25 %: Γ 

Ν; 1151-53 8: (2-)61 






















































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8389 



602-003-00-8 διβρωμομεθάνιο 200-824-2 74-95-3 Χη; Κ.20 Χη Ο > 25 %: Χη; Κ20-52/53 

Κ52-53 Κ: 20-52/53 12,5 % < Ο < 25 %: Χη; Κ20 

_____ 8 : (2-)24-61 __ 














































8390 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 




























































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8391 



602-036-00-8 2-χλωρο-1,3-βουταδιένιο ΌΕ 204-818-0 126-99-8 Ρ;Κ11 Ρ; Τ 

χλωροπρένιο Οατο. Οαΐ. 2; Κ.45 Κ.: 45-11-20/22- 

(σταθεροποιημενο) Χη; Κ.20/22-48/20 36/37/38-48/20 

Χϊ; Κ36/37/38 8:53-45 












































8392 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



603-007-00-2 2-μεθυλο βουτανόλη-2 200-908-9 75-85-4 Ρ;Κ11 Ρ; Χη 

τριτοταγής πενιανόλη Χη; Κ20 Κ: 11-20-37/38 

Χΐ; Κ37/38 8: (2-)46 






































603-029-00-2 2,2-διχλωρο-διαιθυλαιθέρας 203-870-1 111-44-4 Κ10 Τ+ Ο > 7 °Ό: Τ+; Κ26/27/28-40 

Οβτο.ΟαΙ.3; Κ40 11:10-26/27/28-40 1 % < Ο < 7 °ί>: Τ: Κ23/24/25-40 

Τ+; Κ26/27/28 8: (1/2->7/9-27-28- 0,1 % < <3 < 1 %: Χη; Κ20/21/22 















































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8394 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 































































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 



605-025-00-6 χλωροακεταλδεΰδη 203-472-8 107-20-0 ΟαΓο. Οαΐ 3; Κ40 Τ+; Ν <2 > 25 °ο: Τ+, Ν; Κ24/25-26-34-40-50 

ΤI; 1126 II: 24/25-26-34-40- 10 < Ο < 25 “ι,: ΤI; 1121/22-26-34-40 

Τ;Κ24/25 50 7 % < Ο < 10 %: Τ+; Ε21/22-26- 

____ 0;Κ34 _ 5: (1/2-)26-28- _ 36/37/38-40 _ 























































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8396 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


























ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 
































































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8398 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
























































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8399 
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8400 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 












































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 



























8402 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 








































ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8403 



612-042-00-2 βενζιδίνη Ε 202-199-1 92-87-5 Οατο. ΟάΙ. 1; Κ45 Τ; Ν 

4,4'-διαμινοδιφαινύλιο Χη; Κ.22 Κ.: 45-22-50/53 

1,1-διφαινυλο-4,4' διαμίνη Ν; Κ50-53 8:53-45-60-61 

_ διφαινυλο-4,4' -υλενοδιαμίνη _ 

612-051-00-1 4,4 -διαμινοδιφαινυλομεθάνιο Ε_202-974-4 101-77-9_Οατο. Οαΐ. 2; Κ45_Τ; Ν_ 





















































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8404 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



612-066-00-3 δικυκλοεξυλαμίνη 202-980-7 101-83-7 Χη; Κ22 Ο; Ν € > 25 %: Ο, Ν; Κ22-34-50/53 

_0;Κ34_Κ: 22-34-50/53_10 °ο £ Ο 25 °ο: Ο. Ν; Κ34-51/53 

























































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8405 



αμίνες, πολυαιθυλενοπολυ- 268-626-9 68131-73-7 Χη; Κ21/22 Ο; Ν € > 25 7 0 : Ο, Ν; 1721/22-34-43-50/53 

ΗΕΡΛ Ο; Κ.34 Κ: 21/22-34-43- 10 % < <2 < 25 %: Ο, Ν; Κ34-43-51/53 

Ε43 50/53 5 °Ό < Ο < 10 °ό: XI Ν; Κ36/38-43- 

___ Ν; Ε-50-53_ 8: (1/2-)26-36/37/39- 51/53_ 




































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8406 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 

















































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8407 



613-058-00-2 ρβπηβΛπη (180) 258-067-9 52645-53-1 Χη; Κ20/22 Χη; Ν Ο > 25«: Χη. Ν; Κ20'22-43-50-53 

3-(2,2-διχλωροβινυλ)-2,2- 1643 Ε: 20/22-43-50/53 1 % < 0 < 25 "„· Ν; 1643-50-53 

διμεθυλκυκλοπροπανιοκαρβοξ Ν; Κ50-53 8: (2-)13-24- 0,025 %< 0 < 1 %: Ν; Κ50-53 

υλικό ιυ-φαινοξυβενζύλιο 36/37/39-60-61 0,0025 % λ Ο 40,025 %: Ν; Ε51-53 

0,00025 °ό £ Ο < 0.0025 °Ό: 1652-53 



































8408 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 

































615-001-00-7 ισοκυανικός μεθυλεστέρας 210-866-3 624-83-9 Ρ+; Κ.12 Ρ+; Τ+ 

Κ.βρΓ.Οαΐ.3; Κ63 Κ: 12-24/25-26- 

Τ+; Κ.26 37/38-41-42/43-63 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8409 


















































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 



διπύ ρη νσυ ς α ρω ματικούς και 
ετεροκυκλικούς 
υδρογονάνθρακες.] _ 





























648-098-00-Χ κρεοζωτέλαιου, κλάσμα Η 292-605-3 90640-84-9 Οατο. Οαί. 2; Κ45 Τ 

ακεναφθενίου Έλαια Κ.: 45 

έκπλυσης [Πολύπλοκος 8: 53-45 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8411 



κρεοζωχέλαιο από το οποίο 
έχουν απομακρυνθεί μερικά 





























8412 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



Συνίσταται πρωτίστως από 
κρεοζωτέλαιο από το οποίο 
έχουν απομακρυνθεί μερικά 



































ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8413 



των προϊόντων καταλυτικής 
πυρόλυσης. Συνίσταται 













































υδρογονανθράκων που 
παράγεται με απόσταξη 
προϊόντων καταλυτικής 






























ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8415 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8416 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 





























υδροθείου. Συνίσταται από 
αλειφατικούς 

υδρογονάνθρακες με αριθμό 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8417 



υδρογονάνθρακες με αριθμό 
ατόμων άνθρακα κυρίως στην 





























ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8418 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 

























ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8419 



_ κυρίως 03 και Οψΐ _ 

649-084-00-6 αέρια (πετρελαίου), ΗΚ 271-000-8 68513-15-5 Οατο. Οαί 1; Κ45 Τ 

εξερχόμενα από εξανιωτήρα Μαία. Οαί. 2; Κ46 Κ: 45-46 

πλήρους σύνθεσης απευθείας 8: 53-45 

_ νάφθας Πετρελαϊκό αέριο _ 


































[Πολύπλοκος συνδυασμός 
υδρογονανθράκων που 
λαιιβάνεται ιιε την 


8420 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
































υδρογονάνθρακες με αριθμό 
ατόμων άνθρακα στην περιοχή 
από 04 ως και 05 , κυρίως 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8421 






























8422 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


































διυλιστηρίου. Συνίσταται από 
υδρογόνο, υδρόθειο και 
υδρογονάνθρακες κυρίως στην 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8423 

















ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8424 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 






















ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8425 





































υδρογονανθράκων που 
λαμβάνεται με κλασμάτωση 
καταλυτικά πυρολυμένης 


8426 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 




























προϊόντων θερμοπυρόλυσης. 
Συνίσταται από 
υδρογονάνθρακες με αριθμό 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8427 



υδρογονανθράκων που 
παράγεται με την απόσταξη 
προϊόντων από διεργασία 
ατμοπυρόλυσης. Συνίσταται 


































8428 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


































βενζολίου Καύσιμο αέριο 
διυλιστηρίου [Εκλυόμενα 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8429 





























προϊόντων Καύσιμο αέριο 
διυλιστηρίου [Πολύπλοκος 


8430 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8431 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8432 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 

































αντιδραστήρα. Συνίσταται 
κυρίως από υδρογόνο με 
διάφορες μικροποσότηχες 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8433 































μικροποσότηιες μονοξειδίου 
άνθρακα, διοξειδίου άνθρακα, 













ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8435 



καταλύτη. Συνίσταται από 
υδρογόνο και κορεσμένους 
αλειφατικούς 

υδρογονάνθρακες με αριθμό 


























υδρογοναποθειωμένης νάφθας 8: 53-45 

απευθείας απόσταξης 
Καύσιμο αέριο διυλιστηρίου 


8436 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 

































[Πολύπλοκος συνδυασμός που 
παράγεται με απότομη 
εκτόνωση χαμηλής πίεσης της 



υδρογόνο παρουσία καταλύτη 
και η 0710ία ακολουθείται από 











υδρογονανθράκων με αριθμό 
ατόμων άνθρακα κυρίως στην 


8438 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 

























διυλιστηρίου [Πολύπλοκος 8: 53-45 

συνδυασμός που λαμβάνεται 
από διάφορες διαδικασίες 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8439 




























λαμβάνεται από το δοχείο 
εκτόνωσης της μονάδας 


8440 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 





















κορυφής, από μονάδα 
καταλυτικής πυρόλυσης σε 
ρευστοστερεά κλίνη. 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8441 



649-162-00-Χ αέρια (πετρελαίου), ΗΚ 272-881-1 68919-08-4 Ο&γο. Οαΐ 1; Κ45 Τ 

εξερχόμενα στήλης Μυΐα. ΟαΙ. 2; Κ.46 Κ.: 45-46 

προεκτόνωσης, απόσταξης 8:53-45 

αργού Καύσιμο αέριο 
διυλιστηρίου [Πολύπλοκος 

























πετρελαίου. Συνίσταται από 
άζωτο και κορεσμένους 


8442 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


























ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8443 































8444 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
































Καύσιμο αέριο διυλιστηρίου 
[Πολύπλοκος συνδυασμός 
αερίων που λαμβάνεται σαν 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8445 














καταλυτικά πυρολυμένης 
νάφθας Πετρελαϊκό αέριο 
("Πολύπλοκοο συνδυασιιόί 


8446 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


























ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8447 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Β 


8448 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 





























υδρογονοαποθειω μένου 




























λαμβάνεται από καταλυτική 
υδρογονοαποθείωση 
ακαθάρτου πετρελαίου κενού 


8450 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



649-198-00-6 αέρια (πετρελαίου), ΗΚ 270-670-9 68476-29-9 Ο&γο. Οαΐ 1; Κ45 Τ 

αποστάγματα αργού Μιιΐα. ΟαΙ. 2; Κ.46 Κ.: 45-46 

πετρελαίου Πετρελαϊκό αέριο 8: 53-45 

_ [Πολύπλοκος συνδυασμός _ 





































ελαφρών αερίων που 
παράγεται με απόσταξη αργού 
πετρελαίου και καταλυτική 



μερκαπτανες ή να 
απομακρυνθούν οι όξινες 
προσμίξεις. Συνίσταται από 
υδρογονάνθρακες με αριθμό 





































8452 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 

































[Πολύπλοκος συνδυασμός 8:53-45 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8453 





















































005-009-00-3 βουτυλοτριφαινυλοβορικό 418-080-4 120307-06-4 Κ.43 Χΐ;Ν 

τετραβουτυλαμμώνιο Ν; Κ.50-53 Κ.: 43-50/53 

8: (2-)24-37-56-61 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8455 


Η ο, £ 
^ ω ΪΓ δί 
Ρ* Νί * 

Μ Μ Κ - 
































































014-032-00-8 δικυκλοπεντυλοδιμεθοξυσιλάνιο 404-370-8 126990-35-0 Χϊ; Κ38-41 Χί; Ν 

X; Κ50-53 Κ: 38-41-50/53 

8: (2-126-37/39-60-61 


8456 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 





















































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 









































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 


8458 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 























































σουλφονικοναφθαλινο-2- 
αζωβενζολο-1,2' -διολικο {-}6" 
























ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 


8460 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 




























































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8461 





























































1-μεθυλ-2- 8: (2-)26-37-61 

οξαδικυκλο[2.2.2]οκχάνιο, 1- 

Γ2.2,3-τρΐίΐεθυλοκυκλοπεντ-3-εν- 


8462 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



















































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 


ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8463 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 


8464 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
























































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 



_ υδροξυαιθυλο]-φαινόλη _ 

604-069-00-3 2-(1-μεθυλοπροπυλο)-4-ί£ΐ1- 421-740-4 51390-14-8 Ο; Κ.34 ΟΝ 

βουτυλοφαινόλη Ν; Κ51-53 Κ: 34-51/53 

8: (1/2-)26-36/37/39- 
45-61 




























604-070-00-9 ίποΐοδαη 222-182-2 3380-34-5 Χί; Κ36/38 Χί; Ν Ο > 20%: Χί, Ν; Κ36/38-50/53 

2,4,4’-τριχλωρο-2·-υδροξυ- Ν; Κ50-53 Κ: 36/38-50/53 0,25 % < € < 20 %: Ν; Ε50/53 

δκραινολαιθέρας 8:26-39-46-60-61 0,025 % < € < 0,25 °Ό: Ν; 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΦΕΚ605 ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 8471 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



607-415-00-1 πολυ-(μεθυλο μεθακρυλικό)- 419-590-1 - Ρ;Κ11 Ρ;Χϊ 

συν-(βουτυλομεθακρυλικό)-συν- Κ.43 Κ: 11-43 

(4-ακρυλοξυβουτυλ- 8: (2-)24-37-43 

ισοπροπενυλ-α, α- 
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διπεντυλεστέρας του 1,2- -[2] -[2] 8:53-45-61 

βενζολοδικαρβοξυλικού οξέος, 205-017-9 131-18-0 [3] 

[11 ~ ' Γ31 605-50-5 [4] 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


















































νεοδεκανοϊκό 2-υδροξυ-3(2- 417-350-9 - Χΐ; Κ38-41 

αιθυλο-4- Ν; Κ.50-53 













































τριαζινο-1,3,5- Ν; Κ50-53 8: (2-)24-35-37-60-61 

τριυλο)τρις[μεθυλενο(3,5,5- 

τριμεθυλο-3,1- 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
































αμινο-4-(3-[4-χλωρο-6-(2,5-δι- Κ: 43 

σουλφοφαινυλαμινο)- 1,3,5- 8: (2-)22-24-37 

τριαζινο-2-υλαμινο]-2,2- 











































σουλφονικο-4-(2-σουλφονικο- 
φαινυλαζω)-ναφθαλινο-1 - 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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607-498-00-4 2,6-οκταδιενυλοδεκαεξανοϊκό 421-370-3 3681-73-0 Χί; Κ38 Χί 

(Ε)-3,7-διμεθύλιο Κ.33 Κ: 38-53 

8: (2-137-61 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 

















































607-508-00-7 3,3'-[ψινοδις[σουλφονυλο-4,1- 423-110-4 - Χΐ; Ε41 Χΐ 

φαινυλενο-(5-υδροξυ-3- Κ.: 41 

μεθυλοπυραζολο-1,4-διυλ)αζω- 8: (2-)22-26-39 












































(1Ή,ΓΉ,2Ή,2Ή- Κ: 48/22 

δεκατριαφθοροκτυλο)δωδεκαδιοϊ 8: (2-)36 

κό 1 -(1 Ή, ΓΗ.2Ή.2Ή- 






































608-038-00-5 2,2,4-τριμεθυλο-4-φαινυλο- 422-580-8 75490-39-0 Χη; Κ22 Χη; Ν 

βουτανονιτρίλιο Ν; Κ.51-53 Κ.: 22-51/53 

8: (2-)61 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8485 



609-071-00-8 Μείγμα από: 2- 423-520-3 156137-33-6 Κ.43 Χΐ 

_μεθυλοσουλφανυλο-4,6-δις-(2-_Κ.: 43 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 































ναφθαλινο-2,7-δισουλφονικό 
τρινάχριο 

5-{4-χλωρο-6-[2-(4,6-διχλωρο-5- 




































υδροξυναφθαλιν-1 -υλαζω)- 
ναφθαλινο-1-σουλφονικού οξέος, 
άλατος νατρίου και Β: 1-Γ2- 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 























(βινυλοσουλφονυλο)φαινυλαμινο 
]-1,3 ? 5-τριαζιν-2-υλαμινο}-2- 
σουλφονικοφ αινυλαζω ] - 6 - [ 5 - 









































διαιθοξυφαινυλ)αζο]-2- [(3- Χη; Ε.48/22 51/53 

φωσφονοφαινυλ)αζο]βενζοϊκοϋ Κ.43 8: (2-)26-35-36/37-61 

οξέος; 5-Γ(4-Γ(7-αμινο-1-υδροξυ- Ν; Κ.51-53 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


































σουλφονικοφαινυλαμινο]-1,3,5- 8: (2-)22-26-39-61 

τριαζιν-2-υλαμινο]-5 - 
σουλφονικοφ αινυλαζω ] - 


ΕΦΗΜΕΡΙΣΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8493 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 



613-186-00-9 οξικό (2Κ,3Κ)-3-((Κ)-1-(ΙβΛ- 408-050-9 76855-69-1 Χί; Κ36 Χί; Ν 

βσυη)λοδιμεθυλοσιλοξυ)αιθυλο)- 9 43 9:36-43-51 53 

4-οξοαζεχιδιν-2-ύλιο Ν; Κ.51-53 8: (2-124-26-37-61 




















































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8497 


^ Β· Ρ 


Μ Μ Ε 


Ζ οι Τ' 

- ΓΊ ^ 

X ώ οο 


ιλί <Ν 

ζ φ Λ 
γ, α ίλ 


X Ρ4 ώ 


•η 

ο ό 
«η νο 


2 νο ίη 
Η Ρί Μ 


Ό νθ 

Ζ ώ ώ5 


X Ρ4 ώ> 


X Ρ=ί οο 


X Ρ£ί 00 


«Ν Ξί 
^ 2 


2 βί 


^ X Ζ 


ι* ζ 


α ι 

Ο^ο 
7· γο «ο 

δ.ρ^ & 

ω . η ,· η 

Μ Ο 7, 


■3 ^ ·.· 

IΕ | 

5" ίΓ δ 


& ζ 


§■ I 

Ο. ν 

8 "Τ 

Ψ& 

7", ο 


5 ? 

-3- 


7 = Ο Η 

2- ο. -ϋ 
Ρ δ Φ > 

ψ. -ί > τδ 


δ. § 


ο — δ 
ϊΐ > 

0 5 0 

9-«ρ θ¬ 
'© Ρ 'ο 





6 «Ο ν '„ 2- 


δ- ο 


δ ? 

^ ·ο 


8 > 
&■ Λ.Τ> 


ΓΟ > 

*■λ Μ 
<Ν ΟΟ. 


7 Φ " 

θ-ς 
2 <ν : 

Ο. “ ■ 

Η V 

νο 


8 <Ν 

,§: ο 




(2 4 


± §~ζ= 
7 Ι-1 I = 

ό ο^ί Ρ-Ι 
»£ρ % 8 3 ^ 
ο *< φ ^ : 
ο. Ρ 9- ώ ί 
ίο ο 8 Τ < 
? & > η : 


,3 ,3 

ΐρ 

§ ·ρ 

, ρ I Ο 
0 9% 




ΊΙ 

X | 

- 8 εο 











































613-197-00-9 Μίγμα: 2,4,6- 420-390-1 187547-46-2 Κ. 43 Χΐ; Ν 

τρι(βουτυλοκαρβαμοϋλ)-1,3,5- Ν; Κ.51-53 Κ: 43-51/53 

τριαζίνης, 8: (2-)24-37-61 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 












































ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1Γ 
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Σημειώσεις 
Σχετικές με 
Παρασκευά¬ 
σματα 
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Μείγμα από: [2-(ανθρακινον-1- 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Α 

Α.21. ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΕΣ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ (ΥΓΡΑ) 


1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής σχεδιάστηκε για τη μέτρηση της εν δυνάμει ικανότητας μιας υγρής ουσίας να 
αυξήσει την ταχύτητα καύσης ή την ένταση καύσης μιας καύσιμης ουσίας ή να σχηματίσει μίγμα με μια 
καύσιμη ουσία το οποίο να αναφλέγεται αυθόρμητα, όταν οι δύο ουσίες αναμειχθούν επισταμένως. Βασίζεται 
στη δοκιμή των ΗΕ για τα οξειδωτικά υγρά (1) και είναι ισοδύναμη με αυτή. Ωστόσο, δεδομένου ότι η 
παρούσα μέθοδος Α.21 έχει σχεδιαστεί πρωταρχικώς για την εκπλήρωση των απαιτήσεων της οδηγίας 67/548, 
απαιτείται σύγκριση με μία μόνον ουσία αναφοράς. Μπορεί να είναι αναγκαίο να πραγματοποιηθεί δοκιμή και 
σύγκριση και με άλλες ουσίες αναφοράς, όταν τα αποτελέσματα της δοκιμής προβλέπεται να χρησιμοποιηθούν 
και για άλλους σκοπούς^). 

Η παρούσα δοκιμή δεν χρειάζεται να γίνεται όταν από την εξέταση του συντακτικού τύπου διαπιστώνεται 
πέραν πάσης λογικής αμφιβολίας ότι η ουσία είναι αδύνατον να αντιδράσει εξωθερμικά με ένα καύσιμο υλικό. 

Χρήσιμο είναι, πριν από την εκτέλεση της παρούσας δοκιμής, να έχουμε προκαταρκτικές πληροφορίες για 
τυχόν εν δυνάμει εκρηκτικές ιδιότητες της ουσίας. 

Η παρούσα δοκιμή δεν εφαρμόζεται σε στερεά, αέρια, εκρηκτικές ή λίαν εύφλεκτες ουσίες ή οργανικά 
υπεροξείδια. 

Η παρούσα δοκιμή δεν χρειάζεται να εκτελείται όταν υπάρχουν ήδη διαθέσιμα αποτελέσματα για την υπό 
δοκιμή ουσία από τη δοκιμή των ΗΕ για τα οξειδωτικά υγρά (1). 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ ΚΑΙ ΜΟΝΑΔΕΣ 

Μέσος χρόνος αύξησης της πιέσεως είναι ο μέσος όρος των μετρούμενών χρόνων σε ένα υπό δοκιμή μίγμα 
για την αύξηση της πίεσης από 690 ΕΡ& σε 2070 ΕΡ& πάνω από την ατμοσφαιρική πίεση. 

1.3 ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 

Ως ουσία αναφοράς χρησιμοποιείται υδατικό διάλυμα 65% (\νΛν) νιτρικού οξέος (αναλυτικής καθαρότητας)( 2 ). 
Προαιρετικός, εάν ο εκτελών το πείραμα προβλέπει ότι τα αποτελέσματα της παρούσας δοκιμής μπορεί 
ενδεχομένως να χρησιμοποιηθούν και για άλλους σκοπούς 1 , μπορεί να είναι σκόπιμη η δοκιμασία και έναντι 
άλλων ουσιών αναφοράς( 3 ). 

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Το προς δοκιμή υγρό μειγνύεται σε αναλογία 1 προς 1, κατά βάρος, με ίνες κυτταρίνης και εισάγεται σε δοχείο 
πιέσεως. Εάν κατά τη διάρκεια της μείξεως ή της πλήρωσης επέλθει αυθόρμητη ανάφλεξη, δεν χρειάζεται 
περαιτέρω δοκιμασία. 

Εάν δεν επέλθει αυθόρμητη ανάφλεξη, τότε εκτελείται η πλήρης δοκιμή. Το μίγμα θερμαίνεται σε δοχείο 
πιέσεως και προσδιορίζεται ο μέσος χρόνος που απαιτείται για να αυξηθεί η πίεση από 690 ΕΡα σε 2070 ΕΡα 
πάνω από την ατμοσφαιρική. Η τιμή συγκρίνεται με το μέσο χρόνο αύξησης της πίεσης για μίγμα 1:1 της ή των 
ουσιών αναφοράς και κυτταρίνης. 

1.5 ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ 

Σε μια σειρά πέντε δοκιμών για μια ουσία, κανένα αποτελέσμα δεν θα πρέπει να διαφέρει περισσότερο από 
30% από τον αριθμητικό μέσο. Αποτελέσματα που διαφέρουν περισσότερο του 30% από τον μέσον όρο θα 
πρέπει να απορρίπτονται, η διαδικασία μείξεως και πληρώσεα>ς να βελτιώνεται και η δοκιμασία να 
επαναλαμβάνεται. 


Οπως, για παράδειγμα, στα πλαίσια των κανονισμών των ΗΕ για τις μεταφορές. 

2 Το οξύ θα πρέπει να τιτλοδοτείται πριν από τη δοκιμή για να επιβεβαιώνεται η συγκέντρωσή του. 

3 Π.χ.: στην παραπομπή 1 χρησιμοποιείται 50% (\ν/\ν) υπερχλωρικό οξύ και40% (\ν/\ν) χλωρικό νάτριο. 
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1.6 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 

1.6.1 Παρασκευή 

1.6.1.1 Καύσιμη ουσία 

Ως καύσιμο υλικό χρησιμοποιείται ξηρά, ινώδης κυτταρίνη με μήκος ινών μεταξύ 50 και 250 μιη και μέση 
διάμετρο 25 μιη( 4 ). Ξηραίνεται μέχρι σταθερού βάρους σε στιβάδα πάχους το πολύ 25 πιηι στους 105 °0 για 4 
ώρες και φυλάσσεται σε ξηραντήρα, με ξηραντικό, μέχρι να κρυώσει και να χρησιμοποιηθεί. Η περιεκτικότητα 
σε υγρασία της αποξηραμένης κυτταρίνης θα πρέπει να είναι κάτω του 0,5% επί ξηράς μάζας( 5 ). Εάν είναι 
ανάγκη, ο χρόνος ξήρανσης θα πρέπει να παρατείνεται μέχρι να επιτευχθεί το εν λόγω ποσοστό( 6 ). Καθ’ όλη τη 
δοκιμή πρέπει να χρησιμοποιείται η ίδια παρτίδα κυτταρίνης. 

1.6.1.2 Εξοπλισμός 

1.6.1.2.1 Δοχείο πιέσεως 

Απαιτείται δοχείο πιέσεως. Το δοχείο είναι χαλύβδινο κυλινδρικό δοχείο πιέσεως με μήκος 89 πιιή και 
εξωτερική διάμετρο 60 πιηι (βλ. εικόνα 1). Εξ απεναντίας στο δοχείο υπάρχουν χαραγμένες δύο έδρες (με 
αποτέλεσμα τη μείωση της διατομής του δοχείου στα 50 ιπιϊι) για να διευκολύνεται το πιάσιμο κατά την 
προσαρμογή του βύσματος πυροδότησης και του βύσματος της οπής εξαέρωσης. Το δοχείο, το οποίο φέρει οπή 
διαμέτρου 20 ηιιη, είναι αμβλύμμένο εσωτερικώς σε κάθε άκρο μέχρι βάθους 19 πιηι και σπειροτομημένο ώστε 
να δέχεται σωλήνα 1" (Βπΐίδΐι δΐαπάπτά Ρΐρο - ΒδΡ) ή αναλόγου κατά το μετρικό σύστημα διαμετρήματος. 
Στην καμπύλη επιφάνεια του δοχείου πιέσεως, σε απόσταση 35 πιηι από το ένα άκρο και υπό γωνία 90° σε 
σχέση με τις χαραγμένες έδρες βιδώνεται ένας απαγωγός πιέσεως, ο οποίος έχει τη μορφή πλευρικού βραχίονα. 
Η εσοχή για την υποδοχή του έχει βάθος 12 πίγγι και είναι σπειροτομημένη ώστε να δέχεται το διαμετρήματος 
1/2" ΒδΡ (ή ισοδύναμου διαμετρήματος στο μετρικό σύστημα) σπείρωμα του άκρου του πλευρικού βραχίονα. 
Εάν είναι αναγκαίο, προσαρμόζεται ένα αδρανές στεγανωτικό για διασφάλιση της αεροστεγανότητας. Ο 
πλευρικός βραχίονας εκτείνεται σε απόσταση 55 ϊηιη από το σώμα του δοχείου και φέρει οπή 6 πυη. Το άκρο 
του πλευρικού βραχίονα είναι αμβλυμένο και σπειροτομημένο ώστε να δέχεται μορφοτροπέα πιέσεως τύπου 
διαφράγματος. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί οποιαδήποτε διάταξη μέτρησης της πιέσεως, υπό την προϋπόθεση 
ότι δεν επηρεάζεται από τα θερμά αέρια ή από τα προϊόντα αποσύνθεσης και μπορεί να ανταποκριθεί σε 
ταχύτητες αύξησης της πίεσης 690-2070 ΕΡα μέσα σε 5 ηΐ8. 

Το απώτερο από τον πλευρικό βραχίονα άκρο του δοχείου πιέσεως κλείνει με ένα βύσμα πυροδότησης 
εφοδιασμένο με δύο ηλεκτρόδια, το ένα μονωμένο και το άλλο γειωμένο στο σώμα του βύσματος. Το άλλο 
άκρο του δοχείου πιέσεως σφραγίζεται με ένα διαρρηγνυόμενο δίσκο (πίεση διαρρήξεως περίπου 2200 ΕΡα), ο 
οποίος κρατιέται στη θέση του με ένα βύσμα συγκράτησης που φέρει οπή 20 ηιιη. Εάν είναι αναγκαίο, για το 
βύσμα πυροδότησης χρησιμοποιείται και ένα αδρανές στεγανωτικό για να διασφαλίζεται το αεροστεγές του 
δοχείου. Κατά τη διάρκεια της χρήσης, το όλο σύστημα κρατιέται στη σωστή θέση με έναν υποστάτη (εικόνα 
2). Αυτός συνήθως αποτελείται από μια πλάκα από μαλακό χάλυβα διαστάσεων 235 ηιηι χ 184 ηιηι χ 6 ηιιη, 
που χρησιμεύει ως βάση, και από ένα ευθύγραμμο στέλεχος μήκους 185 ηιηι τετραγωνικής κοίλης διατομής 
(8.Η.8.) 70 ηιηι χ70 ηιηι χ4 ηιηι. 

Στο ένα άκρο του ευθύγραμμου στελέχους 8.Η.8, από κάθε μία από τις δύο εξ απεναντίας πλευρές, είναι 
αποκομμένο ένα τμήμα έτσι ώστε να δημιουργείται μια κατασκευή με δύο επίπεδα πλευρικώς σκέλη, πάνω από 
τα οποία υπάρχει ένα άθικτο κυτιοειδές τμήμα μήκους 86 ηιηι. Τα άκρα των επίπεδων πλευρών είναι κομμένα 
κατά τρόπον ώστε ο σωλήνας, όταν έχει συγκολληθεί στην επίπεδη βάση, να σχηματίζει γωνία 60° ως προς το 
οριζόντιο επίπεδο. Σε μια πλευρά του πάνω άκρου της βάσης είναι χαραγμένη μια εγκοπή 22 ηιηι πλάτος χ 46 ηιιη 
βάθος, έτσι ώστε όταν το σύστημα του δοχείου πιέσεως αρχίζει να κατεβαίνει, προηγουμένου του άκρου με το 
βύσμα πυροδότησης, προς το κυτιοειδές υποστήριγμα, ο πλευρικός βραχίονας να κάθεται στην εγκοπή. Στην 
κάτω εσωτερική επιφάνεια του κυτιόμορφου τμήματος, υπάρχει συγκολλημένο ένα κομμάτι χάλυβα 30 ηιηι 
πλάτους και 6 ηιηι πάχους, το οποίο δρα ως διαχωριστικό. Για τη συγκράτηση του δοχείου πιέσεως σταθερά 
στη θέση του, χρησιμοποιούνται δύο πεταλούδες 7 ηιιη, ευρισκόμενες στην αντίθετη πλευρά. Στις πλευρές που 
καταλήγουν στη βάση του κυτιοειδούς τμήματος, είναι συγκολημμένες δύο λωρίδες πλάτους 12 ιηιη από 
χάλυβα πάχους 6 ηιηι, που στηρίζουν το δοχείο πιέσεως από κάτω. 


4 71.χ. σκόνη κυτταρίνης ΟΡ 11 για στήλη χρωματογραφίας λνΐιαίπιαη, κατάλογος αριθ. 4021 050 

5 Επιβεβαιούμενη με π.χ. τιτλοδότηση ΚατΙ-ΕΐδΙιοΓ 

6 Εναλλακτικώς, το εν λόγω ποσοστό υγρασίας μπορεί επίσης να επιτευχθεί με π.χ. θέρμανση στους 105 °0 υπό κενό για 24 Η 
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1.6.1.2.2 Σύστημα ανάφλεξης 

Το σύστημα ανάφλεξης αποτελείται από σύρμα Νϊ/Ογ μήκους 25 οπι με διάμετρο 0.6 ταπί και ειδική αντίσταση 
3.85 ούπι/ηι. Το σύρμα είναι περιελιγμένο υπό μορφή πηνίου σε κυλινδρική ράβδο διαμέτρου 5 ιχιηι και 
συνδεδεμένο με τα ηλεκτρόδια του βύσματος πυροδότησης. Το πηνίο θα πρέπει να έχει μια από τις μορφές που 
εμφαίνονται στην εικόνα 3. Η απόσταση μεταξύ του πυθμένα του δοχείου και της κάτω πλευράς του πηνίου 
ανάφλεξης θα πρέπει να είναι 20 ηιιη. Εάν δεν υπάρχει δυνατότητα προσαρμογής των ηλεκτροδίων, τα άκρα 
του σύρματος ανάφλεξης μεταξύ του πηνίου και του πυθμένα του δοχείου θα πρέπει να μονώνονται με 
κεραμικό περίβλημα. Το σύρμα θερμαίνεται με σταθερή παροχή ρεύματος τουλάχιστον 10 Α. 

1.6.2 Διεξαγωγή της δοκιμής( 7 ) 

Η διάταξη, σε πλήρη συναρμολόγηση με τον μορφοτροπέα πιέσεως και το σύστημα θερμάνσεως αλλά χωρίς το 
διαρρηγνυόμενο δίσκο, στηρίζεται με το άκρο που φέρει το βύσμα πυροδότησης προς τα κάτω. 2.5 § του προς 
δοκιμή υγρού μειγνύονται με 2.5 § ξηρής κυτταρίνης σε δοχείο ζέσεως χρησιμοποιώντας γυάλινη ράβδο 
ανάδευσης( 8 ). Για ασφάλεια, η μείξη θα πρέπει να γίνεται τοποθετώντας ένα προστατευτικό θώρακα μεταξύ 
χειριστή και μείγματος Εάν το μείγμα αναφλεγεί κατά τη διάρκεια της μείξης ή της πλήρωσης, δεν χρειάζεται 
περαιτέρω δοκιμασία. Το μείγμα προστίθεται στο δοχείο πιέσεως σε μικρές ποσότητες, προσέχοντας ώστε το 
μείγμα να σωρεύεται γύρω από το πηνίο ανάφλεξης και να είναι σε καλή επαφή με αυτό. Είναι σημαντικό το 
πηνίο να μην παραμορφώνεται κατά τη διάρκεια της συσώρεύσης, καθώς κάτι τέτοιο μπορεί να οδηγήσει σε 
εσφαλμένα αποτελέσματα( 9 ). Ο διαρρηγνυόμενος δίσκος τοποθετείται στη θέση του και το βύσμα 
συγκράτησης βιδώνεται σφικτά. Το γεμάτο δοχείο μεταφέρεται στον υποστάτη για πυροδότηση, με το δίσκο 
από την πάνω πλευρά, ο οποίος υποστάτης θα πρέπει να βρίσκεται μέσα σε κατάλληλο θωρακισμένο 
αεριοαπαγωγό ή στοιχείο πυροδότησης. Η παροχή ρεύματος συνδέεται με τους εξωτερικούς ακροδέκτες του 
βύσματος πυροδότησης και εφαρμόζεται ρεύμα 10 Α. Το χρονικό διάστημα μεταξύ της έναρξης της μείξεως 
και της έναρξης παροχής ρεύματος δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 10 λεπτά. 

Το παρεχόμενο από τον μορφοτροπέα πιέσεως σήμα καταγράφεται με κατάλληλο σύστημα, το οποίο έχει τη 
δυνατότητα εκτίμησης και καταγραφής της λαμβανόμενης εικόνας της πιέσεως συναρτήσει του χρόνου (π.χ. 
καταγραφέας μεταβατικών καταστάσεων συνδεδεμένος με καταγραφικό χαρτί). Το μίγμα θερμαίνεται μέχρι 
διαρραγής του δίσκου ή για διάστημα τουλάχιστον 60 8 . Εάν ο δίσκος δεν διαρραγεί, το μίγμα θα πρέπει να 
αφήνεται να ψυχθεί πριν αποσυναρμολογηθεί προσεκτικά η συσκευή, λαμβάνοντας πρόνοια για το ενδεχόμενο 
να επέλθει αύξηση της πιέσεως. Εκτελούνται πέντε δοκιμές με την υπό δοκιμή ουσία και την ή τις ουσίες 
αναφοράς. Σημειώνεται ο χρόνος που απαιτείται για την αύξηση της πιέσεως από 690 ΕΡα σε 2070 ΕΡα πάνω 
από την ατμοσφαιρική. Υπολογίζεται ο μέσος χρόνος αύξησης της πιέσεως. 

Σε ορισμένες περιπτώσεις, ουσίες μπορεί να οδηγήσουν σε αύξηση πιέσεως (πολύ υψηλή ή πολύ χαμηλή), 
προκαλούμενη από χημικές αντιδράσεις μη χαρακτηριστικές των οξειδωτικών ιδιοτήτων της ουσίας. Στις 
περιπτώσεις αυτέ, μπορεί να είναι αναγκαίο να επαναληφθεί η δοκιμή με μια αδρανή ουσία, π.χ. γη διατόμων 
(ΕΪ656ΐ§υ1ΐΓ), αντί κυτταρίνης για να διευκρινιστεί το είδος της αντίδρασης. 


Μείγματα οξειδωτικών με κυτταρίνη πρέπει να αντιμετωπίζονται ως εν δυνάμει εκρηκτικά και ο χειρισμός τους να γίνεται 
με τη δέουσα προσοχή 

8 Στην πράξη, αυτό μπορεί να γίνεται παρασκευάζοντας μείγμα 1:1 του προς δοκιμή υγρού και κυτταρίνης σε μεγαλύτερη 
ποσότητα από την απαιτούμενη για τη δοκιμή και μεταφέροντας 5 ± 0.1 § στο δοχείο πιέσεως. Το μίγμα πρέπει να είναι 
πρόσφατα παρασκευασμένο για κάθε δοκιμή. 

9 Ιδιαίτερα, η επαφή μεταξύ των προσκείμενων σπειρών του πηνίου πρέπει να αποφεύγεται. 
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2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

Χρόνοι αύξησης πιέσεως τόσο για την υπό δοκιμή ουσία, όσο και για την ή τις ουσίες αναφοράς. 
Χρόνοι αύξησης πιέσεως για τις δοκιμές με αδρανή ουσία, εφόσον γίνουν. 


2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Υπολογίζονται οι μέσοι χρόνοι αύξησης πιέσεως τόσο για την υπό δοκιμή, όσο και για την ή τις ουσίες 
αναφοράς. 

Υπολογίζεται ο μέσος χρόνος αύξησης πιέσεως για τις δοκιμές με αδρανή ουσία (εφόσον γίνουν). 

Ορισμένα παραδείγματα αποτελεσμάτων εμφαίνονται στον πίνακα 1 

Πίνακας 1 

Παραδείγματα αποτελεσμάτων ^ 


Ουσία 

Μέσος χρόνος αύξησης πιέσεως 
για μίγμα 1:1 με κυτταρίνη 

(ΐϊ|8> 

Διχρωμικό αμμώνιο, κορεσμένο υδατικό διάλυμα 

20800 

Νιτρικό ασβέστιο, κορεσμένο υδατικό διάλυμα 

6700 

Νιτρικός σίδηρος III, κορεσμένο υδατικό διάλυμα 

4133 

Υπερχλωρικό λίθιο, κορεσμένο υδατικό διάλυμα 

1686 

Υπερχλωρικό μαγνήσιο, κορεσμένο υδατικό διάλυμα 

777 

Νιτρικό νικέλιο, κορεσμένο υδατικό διάλυμα 

6250 

Νιτρικό οξύ, 65 " ο 

4767 

Υπερχλωρικό οξύ, 50 % 

121 

Υπερχλωρικό οξύ, 55 % 

59 

Νιτρικό κάλιο, 30 % υδατικό διάλυμα 

26690 

Νιτρικός άργυρος, κορεσμένο υδατικό διάλυμα 

_β) 

Χλωρικό νάτριο, 40 % υδατικό διάλυμα 

2555 10 

Νιτρικό νάτριο, 45 % υδατικό διάλυμα 

4133 

Αδρανής ουσία 


Νερό: κυτταρίνη 

_β) 


α) Μέση τιμή από διεργαστηριακές συγκριτικές δοκιμές 
β) Μέγιστη πίεση 2070 ΕΡα μη επιτευχθείσα 

γ) Τα κορεσμένα διαλύματα θα πρέπει να παρασκευάζονται στους 20 °0 

δ) Βλ. παραπομπή (1) για ταξινόμηση βάσει του σχήματος των ΗΕ για τις μεταφορές 
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3 ΕΚΘΕΣΗ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Στην έκθεση δοκιμής θα πρέπει να περιλαμβάνονται οι ακόλουθες πληροφορίες: 

— η ταυτότητα, η σύσταση, η καθαρότητα, κλπ της υπό δοκιμή ουσίας, 

— η συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας, 

— η διαδικασία ξήρανσης της χρησιμοποιούμενης κυτταρίνης, 

— η υγρασία της χρησιμοποιούμενης κυτταρίνης, 

— τα αποτελέσματα των μετρήσεων, 

— τα αποτελέσματα δοκιμών με αδρανή ουσία, εάν υπάρχουν, 

— οι υπολογισθέντες μέσοι χρόνοι αύξησης της πίεσης, 

— τυχόν παρεκκλίσεις από την παρούσα μέθοδο και οι λόγοι που τις επέβαλαν 

— κάθε πρόσθετη πληροφορία ή παρατήρηση σχετική με την ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 

3.2 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ( 10 ) 

Τα αποτελέσματα δοκιμής αξιολογούνται με βάση: 

α) το εάν το μίγμα της υπό δοκιμή ουσίας και της κυτταρίνης αναφλέγεται αυθόρμητα, και 

ύ) τη σύγκριση του μέσου χρόνου που χρειάζεται για την αύξηση της πιέσεως από 690 ΕΡα σε 2070 ΕΡα με 
εκείνον της ή των ουσιών αναφοράς. 

Οι υγρές ουσίες πρέπει να θεωρούνται ως οξειδωτικές όταν: 

3.) μίγμα 1:1, κατά βάρος, της ουσίας και της κυτταρίνης αναφλέγεται αυθόρμητα, ή 

6) μίγμα 1:1, κατά βάρος, της ουσίας και της κυτταρίνης εμφανίζει μέσο χρόνο αύξησης πιέσεως μικρότερο ή 
ίσο με το μέσο χρόνο αύξησης πιέσεως μίγματος 1:1, κατά βάρος, υδατικού διαλύματος 65% (ινΛν) 
νιτρικού οξέος και κυτταρίνης. 

Για την αποφυγή εσφαλμένου θετικού αποτελέσματος, εάν είναι αναγκαίο, κατά την ερμηνεία των 
αποτελεσμάτων θα πρέπει επίσης να λαμβάνονται υπόψη και τα αποτελέσματα από δοκιμή της ουσίας με 
αδρανές υλικό. 


4 ΠΑΡΑΠΟΜΠΕΣ 

(1) Κ.οοοηιηΐ6η(ΐ3ΐΐοη8 οπ ΐΐιο Τταηδροιί οί Οαη§€τοιΐ8 Οοοάδ, Μαηυώ οί Τβδίδ ίΐηά Οπίοπε. 3τά τβνϊδοά βάίΐϊοη. ΓΓΝ 
Ριιύΐίοαΐϊοη Νο: 8Τ/8Ο/ΑΟ.10/11/Κ.εν. 3, 1999, ρα§β 342. Τβδί 0.2: Τβδΐ ίο γ οχϊάϊζϊη§ Ιϊηιιϊάδ. 


10 Βλ. παραπομπή 1 για ερμηνεία των αποτελεσμάτων βάσει των κανονισμών των ΗΕ για τις μεταφορές με χρήση διαφόρων 
ουσιών αναφοράς. 
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Εικόνα 1 
Δοχείο πιέσειος 


ι*νι 


'.ΒΪΓ 



(Α) Σώμα δοχείου πιέσεως (Β)Βύσμα συγκράτησης δίσκου (0) Βύσμα πυροδότησης 

(ϋ) Ροδέλα μαλακού μολύβδου (Ε) Διαρρηγνυόμενος δίσκος (Ρ) Πλευρικός βραχίονας 

(Ο) Κεφαλή μορφοτροπέα πιέσεως (Η) Ροδέλα (ί)Μονωμένο ηλεκτρόδιο 

(Κ) Γειωμένο ηλεκτρόδιο (Ε) Μόνωση (Μ) Χαλύβδινος κώνος. 

(Ν) Χαραγή στρέβλωσης ροδέλας 
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Εικόνα 3 

Σύστημα ανάφλεξης 



(Α) Πηνίο ανάφλεξης (Β) Μόνωση (Ο) Ηλεκτρόδια (ϋ) Βύσμα πυροδότησης 


Σημείωση: Οποιοδήποτε από αυτά τα δύο συστήματα μπορεί να χρησιμοποιηθεί. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Β 


Β.1 δις. ΟΞΕΙΑ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ ΑΠΟ ΤΟ ΣΤΟΜΑ - ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΠΡΟΚΑΘΟΡΙΣΜΕΝΩΝ ΔΟΣΕΩΝ 


1. II ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμών είναι ισοδύναμη με την κατευθυντήρια γραμμή δοκιμών ΤΟ 420 (2001) του ΟΟΣΑ. 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Στις κλασικές μεθόδους εκτίμησης της οξείας τοξικότητας, χρησιμοποιείται ως τελικό σημείο ο θάνατος των ζώων. Το 
1984, η Βρετανική Τοξικολογική Εταιρεία πρότεινε μια νέα προσέγγιση των δοκιμών οξείας τοξικότητας, βασισμένη στη 
χορήγηση σειράς προκαθορισμένων δόσεων (1). Η προσέγγιση αυτή αποτρέπει τη χρήση του θανάτου των ζώων ως 
τελικού σημείου* αντ’ αυτού, στηρίζεται στην παρατήρηση σαφών συμπτωμάτων τοξικότητας σε ένα από μια σειρά 
προκαθορισμένων επιπέδων δόσης. Μετά τη διεξαγωγή μελετών ελέγχου της αξιοπιστίας ΐη νΐνο, συγκεκριμένα μίας στο 
Ηνωμένο Βασίλειο (2) και μίας δεύτερης σε διεθνή κλίμακα(3), η διαδικασία εγκρίθηκε ως μέθοδος δοκιμών το 1992. Στη 
συνέχεια, αξιολογήθηκαν σε σειρά μελετών, με χρήση μαθηματικών μοντέλων, οι στατιστικές ιδιότητες της διαδικασίας 
σταθερής δόσης (4)(5)(6). Οι μελέτες ΐη νΐνο, σε συνδυασμό με τις μελέτες εκπόνησης μοντέλων έδειξαν ότι η διαδικασία 
διαθέτει επαναληπτικότητα, απαιτεί μικρότερο αριθμό ζώων και τους προκαλεί λιγότερες ταλαιπωρίες σε σύγκριση με τις 
κλασικές μεθόδους. Επίσης, παρέχει ανάλογες δυνατότητες ταξινόμησης των ουσιών με τις άλλες μεθόδους δοκιμών οξείας 
τοξικότητας. 

Οδηγίες για την επιλογή της καταλληλότερης μεθόδου δοκιμών σε κάθε δεδομένη περίπτωση παρέχονται από το 
καθοδηγητικό έγγραφο "Οιιΐάαηοο Οοοαηιεηΐ οη Αοιιΐο Οταί Τοχϊοΐίγ Τοδΐίη§" (7), το οποίο περιέχει επίσης 
συμπληρωματικές πληροφορίες σχετικά με την εφαρμογή και την ερμηνεία των αποτελεσμάτων της μεθόδου δοκιμών 
Β.ΐδις. 

Αποτελεί αρχή της μεθόδου η χρήση στην κυρίως μελέτη μόνο μετρίως τοξικών δόσεων και η αποφυγή της χορήγησης 
δόσεων που προ βλέπεται να είναι θανατηφόρες. Επίσης, δεν χρειάζεται να χορηγούνται δόσεις που είναι γνωστό ότι 
προκαλούν ισχυρούς πόνους και έντονη δυσφορία, εξαιτίας της διαβρωτικής ή πολύ ερεθιστικής δράσης των ουσιών. Τα 
ετοιμοθάνατα ζώα, καθώς και εκείνα που εμφανίζουν σαφή σημεία πόνου ή έντονης και διαρκούς δυσφορίας, 
θανατώνονται με ευθανασία και λαμβάνονται υπόψη στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων με τον ίδιο τρόπο όπως τα ζώα 
που πεθαίνουν κατά τη δοκιμή. Τα κριτήρια για τη λήψη της απόφασης να θανατωθούν ετοιμοθάνατα ή βαρέως πάσχοντα 
ζώα, καθώς και οι οδηγίες για την αναγνώριση των ενδείξεων προβλέψιμου ή επικείμενου θανάτου αποτελούν το 
αντικείμενο χωριστού καθοδηγητικού εγγράφου (8). 

Η μέθοδος παρέχει στοιχεία για τις επικίνδυνες ιδιότητες των ουσιών και επιτρέπει την ιεράρχηση και την ταξινόμησή τους 
σύμφωνα με το Παγκόσμιο Εναρμονισμένο Σύστημα Ταξινόμησης των χημικών ουσιών που προκαλούν οξεία τοξικότητα 
(ΟΗ3 από τα αρχικά του αγγλικού Ο1ούα11γ Η&πυοηίδβά 8γδΐ6τη) (9). 

Πριν από τη διεξαγωγή της μελέτης, το εργαστήριο δοκιμών θα πρέπει να λαμβάνει υπόψη όλα τα διαθέσιμα στοιχεία 
σχετικά με την ελεγχόμενη ουσία., μεταξύ των οποίων την ταυτότητα και τη χημική δομή της, τις φυσικές και χημικές 
ιδιότητές της, τα αποτελέσματα τυχόν άλλων δοκιμών τοξικότητας της ουσία ς ΐη νΐίτο ή ΐη νΐνο\ τα τοξικολογικά δεδομένα 
που αφορούν ουσίες ανάλογης χημικής δομής, καθώς και την ή τις προβλεπόμενες χρήσεις της ουσίας. Οι πληροφορίες 
αυτές είναι απαραίτητες για να διασφαλίζεται ότι η διεξαγωγή της δοκιμής έχει ουσιαστική σημασία για την προστασία της 
υγείας του ανθρώπου και βοηθούν στην επιλογή της κατάλληλης αρχικής δόσης. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Οξεία τοξικότητα από το στόμα: οι δυσμενείς επιδράσεις που παρατηρούνται μετά τη χορήγηση από το στόμα μίας δόσης 
της ουσίας εφάπαξ ή πολλών δόσεων εντός 24ώρου. 

Οψιμος θάνατος: η περίπτωση όπου ένα ζώο δεν πεθαίνει ούτε φαίνεται ετοιμοθάνατο εντός 48 ωρών, αλλά πεθαίνει 
αργότερα στη διάρκεια της περιόδου παρατήρησης, που διαρκεί 14 ημέρες. 

Δόση: η χορηγούμενη ποσότητα ελεγχόμενης ουσίας* εκφράζεται σε βάρος ελεγχόμενης ουσίας ανά μονάδα βάρους του 
πειραματόζωου (π.χ. γπ§/Γ§). 

Έκδηλη τοξικότητα: γενικός όρος που δηλώνει την εμφάνιση σαφών συμπτωμάτων τοξικότητας μετά τη χορήγηση της 
ελεγχόμενης ουσίας (βλ. παραδείγματα στη δημοσίευση (3)), ώστε να αναμένεται ότι η αμέσως υψηλότερη 
προκαθορισμένη δόση θα προκαλέσει είτε ισχυρό πόνο και διαρκή σημεία έντονης δυσφορίας ή κατάσταση ετοιμοθάνατου 
(τα σχετικά κριτήρια παρατίθενται στο καθοδηγητικό έγγραφο για τα τελικά σημεία ευθανασίας (8)) ή πιθανή θνησιμότητα 
στα περισσότερα ζώα. 
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ΟΗ8: παγκόσμιο εναρμονισμένο σύστημα ταξινόμησης για τις χημικές ουσίες και τα μίγματά τους. Πρόκειται για κοινή 
πρωτοβουλία του ΟΟΣΑ (υγεία του ανθρώπου και περιβάλλον), της Επιτροπής Εμπειρογνωμόνων για τις Μεταφορές 
Επικίνδυνων Εμπορευμάτων του ΟΗΕ (φυσικές και χημικές ιδιότητες) και της Διεθνούς Οργάνωσης Εργασίας 
(ανακοίνωση κινδύνων), με συντονιστή το Πρόγραμμα Διεθνών Οργανισμών για την ορθή Διαχείριση των Χημικών 
Προϊόντων (ΙΟΜΟ). 

Επικείμενος θάνατος: η περίπτωση όπου αναμένεται κατάσταση ετοιμοθάνατου ή θάνατος πριν από τον επόμενο 
προγραμματισμένο χρόνο παρατήρησης. Μεταξύ των ενδείξεων επικείμενου θανάτου στα τρωκτικά περιλαμβάνονται οι 
σπασμοί, η πλάγια θέση, η κατάκλιση και ο τρόμος (για περισσότερες λεπτομέρειες, βλ. καθοδηγητικό έγγραφο για τα 
τελικά σημεία ευθανασίας (8)). 

Εθ5ο (διάμεσος θανατηφόρου δόσης): η στατιστικά λαμβανόμενη τιμή εφάπαξ δόσης μιας ουσίας που αναμένεται να 
προκαλέσει το θάνατο του 50 % των πειραματόζωων, όταν χορηγηθεί από το στόμα. Η τιμή Εϋ 5 ο εκφράζεται σε βάρος 
ελεγχόμενης ουσίας ανά μονάδα βάρους του πειραματοζώου (ϊΏ§/1ί§). 

Οριακή δόση: μια δόση που αποτελεί το ανώτατο όριο για τη δοκιμή (2000 ή 5000 ίϊΐ§/Ε§). 

Κατάσταση ετοιμοθάνατου: η κατάσταση πολύ κοντά στο θάνατο ή η αδυναμία επιβίωσης ακόμη και μετά από 
θεραπευτική αγωγή (για περισσότερες λεπτομέρειες, βλ. καθοδηγητικό έγγραφο για τα τελικά σημεία ευθανασίας (8)). 

Προβλέψιμος θάνατος: η εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων που αποτελούν ένδειξη μελλοντικού θανάτου σε γνωστό 
χρόνο πριν από τον προγραμματισμένο τερματισμό του πειράματος, λόγου χάριν η αδυναμία του πειραματοζώου να φθάσει 
την τροφή ή το νερό (για περισσότερες λεπτομέρειες, βλ. καθοδηγητικό έγγραφο για τα τελικά σημεία ευθανασίας (8)). 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

Σε ομάδες ζώων του ίδιου φύλου χορηγούνται με βαθμιδωτή διαδικασία οι προκαθορισμένες δόσεις 5, 50, 300 και 2000 
γπ§/]<:§ (κατ’ εξαίρεση, μπορεί να προστεθεί η προκαθορισμένη δόση 5000 ιη§/]<:§, βλ. σημείο 1.6.2). Η αρχική δόση 
επιλέγεται με βάση τα αποτελέσματα αναγνωριστικής μελέτης ως η δόση εκείνη που αναμένεται να προκαλέσει κάποια 
συμπτώματα τοξικότητας, όχι όμως σοβαρές τοξικές επιδράσεις ή θνησιμότητα. Τα κλινικά συμπτώματα και οι 
παθολογικές καταστάσεις που συνοδεύονται από πόνο, ταλαιπωρίες και επικείμενο θάνατο περιγράφονται λεπτομερώς σε 
χωριστό καθοδηγητικό έγγραφο του ΟΟΣΑ (8). Ανάλογα με την εκδήλωση ή την απουσία συμπτωμάτων τοξικότητας ή 
θνησιμότητας, είναι δυνατόν να χορηγηθούν σε πρόσθετες ομάδες ζώων υψηλότερες ή χαμηλότερες προκαθορισμένες 
δόσεις. Η διαδικασία αυτή συνεχίζεται μέχρι να προσδιοριστεί η δόση που προκαλεί έκδηλη τοξικότητα ή το θάνατο όχι 
περισσότερων του ενός ζώων ή διακόπτεται όταν δεν παρατηρούνται επιδράσεις στο ανώτατο επίπεδο δόσης ή η κατώτατη 
δόση προκαλεί θανάτους. 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

1.4.1 Επιλογή είδους ζώων 

Το προτιμώμενο είδος τρωκτικού είναι ο επίμυς, αλλά μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλα είδη τρωκτικών. Κατά 
κανόνα χρησιμοποιούνται θηλυκά ζώα (7), επειδή από τη βιβλιογραφική έρευνα για τις συμβατικές δοκιμές Εϋ 5 ο προκύπτει 
ότι, αν και οι διαφορές ευπάθειας μεταξύ των δύο φύλων είναι συνήθως ελάχιστες, όταν παρατηρούνται διαφορές, τα 
θηλυκά ζώα είναι κατά κανόνα ελαφρώς πιο ευπαθή (10). Εάν ωστόσο οι γνώσεις σχετικά με τις τοξικολογικές ή 
τοξικοκινητικές ιδιότητες χημικών ουσιών με ανάλογη χημική δομή συνηγορούν υπέρ του ότι τα αρσενικά ζώα είναι 
πιθανώς πιο ευπαθή, τότε θα πρέπει να προτιμάται αυτό το φύλο.. Όταν η δοκιμή διεξάγεται σε αρσενικά ζώα, η επιλογή 
αυτή θα πρέπει να αιτιολογείται επαρκώς. 

Πρέπει να χρησιμοποιούνται υγιή νεαρά ενήλικα ζώα που ανήκουν σε φυλές κοινής εργαστηριακής χρήσης. Τα θηλυκά 
ζώα πρέπει να μην έχουν ποτέ γεννήσει ούτε να εγκυμονούν. Κατά την έναρξη της χορήγησης των δόσεων, η ηλικία κάθε 
ζώου πρέπει να κυμαίνεται μεταξύ 8 και 12 εβδομάδων και το βάρος του να μην αποκλίνει περισσότερο από ± 20% από το 
μέσο βάρος των ζώων στα οποία έχει ενδεχομένως χορηγηθεί η ουσία σε προηγούμενο στάδιο. 

1.4.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Η θερμοκρασία του θαλάμου πειραματόζωων πρέπει να είναι 22°0 (±3°0). Αν και η σχετική υγρασία πρέπει να είναι 
τουλάχιστον 30% και, κατά προτίμηση, να μην υπερβαίνει το 70%, εκτός από τις περιόδους καθαρισμού του θαλάμου, εν 
τούτοις ο στόχος θα πρέπει να είναι μια τιμή 50-60%. Ο φωτισμός πρέπει να είναι τεχνητός, με εναλλαγή φωτός-σκότους 
ανά 12ωρο. Για τη διατροφή των ζώων μπορούν να χρησιμοποιούνται τα συνήθη εργαστηριακά σιτηρέσια, με απεριόριστη 
παροχή πόσιμου νερού. Τα ζώα μπορούν να τοποθετούνται ομαδικά σε κλουβιά κατά δόση, αλλά ο αριθμός ζώων σε κάθε 
κλουβί δεν πρέπει να παρεμποδίζει την ακριβή παρατήρηση του καθενός ζώου. 
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1.4.3 Προετοιμασία των ζώων 

Τα ζώα επιλέγονται τυχαία, σημαίνονται με τρόπο που επιτρέπει την αναγνώριση του καθενός και παραμένουν στα κλουβιά 
τους τουλάχιστον για πέντε ημέρες πριν από την έναρξη της χορήγησης των δόσεων, ώστε να εγκλιματιστούν στις 
εργαστηριακές συνθήκες. 

1.4.4 Παρασκευή των δόσεων 

Ο χορηγούμενος όγκος της ελεγχόμενης ουσίας πρέπει κατά κανόνα να διατηρείται σταθερός σε όλη τη σειρά των δόσεων 
της δοκιμής με αλλαγή της συγκέντρωσης του χορηγούμενου παρασκευάσματος Όταν ωστόσο πρόκειται να ελεγχθεί ένα 
υγρό τελικό προϊόν ή μίγμα, η χρήση της ελεγχόμενης ουσίας χωρίς αραίωση, δηλαδή σε σταθερή συγκέντρωση, μπορεί να 
είναι πιο ενδεδειγμένη για τη μετέπειτα εκτίμηση των κινδύνων, ενώ αποτελεί και απαίτηση ορισμένων αρμόδιων για τις 
νομοθετικές ρυθμίσεις Αρχών. Σε κάθε περίπτωση, δεν επιτρέπεται υπέρβαση του μέγιστου όγκου χορηγούμενης δόσης. Ο 
μέγιστος όγκος υγρού που μπορεί να χορηγηθεί εφάπαξ εξαρτάται από το μέγεθος του πειραματόζωου. Στα τρωκτικά, ο 
όγκος δεν πρέπει κατά κανόνα να υπερβαίνει το 1ιυ1/100§ βάρους σώματος, αλλά στην περίπτωση των υδατικών 
διαλυμάτων μπορεί να εξετασθεί το ενδεχόμενο χορήγησης 2 ϊπ 1/100§ βάρους σώματος. Όσον αφορά τη μορφή του 
χορηγούμενου παρασκευάσματος, συνιστάται να χρησιμοποιούνται, κατά το δυνατόν, υδατικά διαλύματα/ 
εναιωρήματα/γαλακτώματα, με δεύτερα κατά σειρά προτίμησης τα διαλύματα/εναιωρήματα/γαλακτώματα σε έλαιο (π.χ. 
αραβοσιτέλαιο) και τελευταία τα διαλύματα σε άλλους φορείς. Σε περίπτωση χρήσης άλλου φορέα πλην του νερού, πρέπει 
να είναι γνωστές οι τοξικολογικές ιδιότητές του. Οι δόσεις πρέπει να παρασκευάζονται λίγο πριν από τη χορήγηση, εκτός 
εάν η σταθερότητα του παρασκευάσματος στο χρονικό διάστημα εντός του οποίου πρόκειται να χρησιμοποιηθεί είναι 
γνωστή και έχει κριθεί αποδεκτή. 

1.5 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.5.1 Χορήγηση των δόσεων 

Η ελεγχόμενη ουσία χορηγείται εφάπαξ με τη βοήθεια ρινογαστρικού καθετήρα σίτισης ή κατάλληλου σωλήνα 
διασωλήνωσης. Στη σπάνια περίπτωση όπου η εφάπαξ χορήγηση δεν είναι εφικτή, η δόση μπορεί να χορηγηθεί τμηματικά 
εντός περιόδου που δεν υπερβαίνει τις 24 ώρες. 

Πριν από τη χορήγηση των δόσεων, τα ζώα υποβάλλονται σε νηστεία (π.χ. διακοπή της σίτισης, αλλά όχι της παροχής 
νερού για όλη την προηγούμενη νύκτα, όταν χρησιμοποιούνται επίμυες, ή για 3-4 ώρες, όταν χρησιμοποιούνται ποντικοί). 
Μετά την περίοδο νηστείας, τα ζώα ζυγίζονται και τους χορηγείται η ελεγχόμενη ουσία. Η διακοπή της σίτισης μπορεί να 
συνεχιστεί και μετά τη χορήγηση της ουσίας για 3-4 ώρες, προκειμένου για επίμυες, ή 1-2 ώρες, προκειμένου για 
ποντικούς. Σε περίπτωση τμηματικής χορήγησης της δόσης εντός ορισμένου χρόνου, μπορεί να χρειαστεί να δοθεί στα ζώα 
τροφή και νερό, ανάλογα με τη διάρκεια του συγκεκριμένου χρονικού διαστήματος. 

1.5.2 Αναγνωριστική μελέτη 

Σκοπός της αναγνωριστικής μελέτης είναι να επιτρέψει την επιλογή της ενδεδειγμένης αρχικής δόσης για την κυρίως 
μελέτη. Η ελεγχόμενη ουσία χορηγείται σε μεμονωμένα ζώα σε διαδοχικά στάδια σύμφωνα με τα διαγράμματα ροής του 
παρατήματος 1. Η αναγνωριστική μελέτη τερματίζεται όταν μπορεί να ληφθεί απόφαση σχετικά με την αρχική δόση της 
κυρίως μελέτης (ή εάν η κατώτατη προκαθορισμένη δόση προκαλέσει θάνατο). 

Η αρχική δόση της αναγνωριστικής μελέτης επιλέγεται μεταξύ των προκαθορισμένων επιπέδων 5, 50, 300 και 2000 ηι§/]£§ 
ως η δόση που αναμένεται να προκαλέσει έκδηλη τοξικότητα, κατά το δυνατόν με βάση δεδομένα από μελέτες ιη νΐνο και 
ΐη νΐίνο με την ίδια ουσία ή με ουσίες ανάλογης χημικής δομής. Εάν δεν υπάρχουν τέτοια στοιχεία, η αρχική δόση είναι 300 
ΐϊΐ8%· 

Τα διαδοχικά στάδια χορήγησης των δόσεων στο εκάστοτε ζώο πρέπει να απέχουν τουλάχιστον 24 ώρες. Όλα τα ζώα 
πρέπει να παρατηρούνται για 14 ημέρες τουλάχιστον. 

Κατ' εξαίρεση, και μόνον εφόσον το επιβάλλουν συγκεκριμένες ανάγκες νομοθετικής ρύθμισης, μπορεί να εξεταστεί η 
χρήση ενός επιπλέον ανώτατου προκαθορισμένου επιπέδου δόσης 5000 ηι§/1<;§ (βλ. παράρτημα 3). Για λόγους προστασίας 
των ζώων, η διεξαγωγή δοκιμών σε ζώα με δόσεις της κλίμακας που ορίζει την κατηγορία 5 του ΟΗδ (2000-5000 ιυ§/!<:§) 
δεν συνιστάται και θα πρέπει να εξετάζεται μόνον εφόσον υπάρχουν μεγάλες πιθανότητες τα αποτελέσματα των δοκιμών 
αυτών να έχουν άμεση, ουσιαστική σημασία για την προστασία της υγείας των ζώων ή του ανθρώπου ή για την προστασία 
του περιβάλλοντος. 
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Σε περίπτωση θανάτου ενός ζώου στο οποίο έχει χορηγηθεί η κατώτατη προκαθορισμένη δόση για την αναγνωριστική 
μελέτη (5 γπ§/!:§), ο κανόνας είναι να τερματίζεται η μελέτη και η ουσία να κατατάσσεται στην κατηγορία 1 του ΟΗδ 
(όπως φαίνεται στο παράρτημα 1). Εάν ωστόσο απαιτείται επιβεβαίωση της ταξινόμησης, μπορεί να εφαρμοστεί η 
προαιρετική συμπληρωματική διαδικασία που ακολουθεί. Χορηγούνται 5ηι§/!<:§ σε ένα δεύτερο ζώο. Εάν αυτό πεθάνει, 
τότε επιβεβαιώνεται η κατάταξη στην κατηγορία I του ΟΗδ και η μελέτη τερματίζεται αμέσως. Εάν το δεύτερο ζώο 
επιζήσει, χορηγούνται 5ηι§/Ε§ σε τρία επιπλέον ζώα κατ’ ανώτατο όριο. Επειδή υπάρχει πλέον μεγάλος κίνδυνος 
θνησιμότητας, η δόση θα πρέπει να χορηγείται διαδοχικά για να προστατεύονται τα ζώα. Το χρονικό διάστημα μεταξύ των 
διαδοχικών σταδίων χορήγησης της δόσης πρέπει να είναι επαρκές, ώστε να τεκμαίρεται ότι το προηγούμενο ζώο θα 
επιζήσει. Σε περίπτωση δεύτερου θανάτου, η ακολουθία χορήγησης της δόσης διακόπτεται αμέσως και δεν υποβάλλονται 
σε δοκιμή άλλα ζώα. Δεδομένου ότι ο δεύτερος θάνατος (ανεξαρτήτως του αριθμού των ζώων που είχαν υποβληθεί στη 
δοκιμή κατά το χρόνο τερματισμού) εμπίπτει στην έκβαση Α (2 ή περισσότεροι θάνατοι), εφαρμόζεται ο κανόνας 
ταξινόμησης του παραρτήματος 2 για την προκαθορισμένη δόση 5 ηι§/Ε§ (κατάταξη στην κατηγορία 1, όταν 
διαπιστώνονται 2 ή περισσότεροι θάνατοι, ή στην κατηγορία 2, όταν διαπιστώνεται μόνον 1 θάνατος). Επιπλέον, το 
παράρτημα 4 παρέχει καθοδήγηση για την ταξινόμηση κατά το σύστημα της ΕΕ μέχρι να εφαρμοστεί το νέο ΟΗδ. 

1.5.3 Κυρίως μελέτη 

1.5.3.1 Αριθμοί ζώων και επίπεδα δόσεων 

Το επόμενο βήμα μετά τη δοκιμή με την αρχική δόση υποδεικνύεται στα διαγράμματα ροής του παραρτήματος 2. 
Απαιτείται μία από τις παρακάτω τρεις δράσεις: είτε διακοπή της δοκιμής και κατάταξη στην ενδεδειγμένη κλάση κινδύνου 
είτε δοκιμή με υψηλότερη προκαθορισμένη δόση είτε δοκιμή με χαμηλότερη προκαθορισμένη δόση. Παρόλα αυτά, για 
λόγους προστασίας των ζώων, οι δόσεις που προκαλούν θανάτους κατά την αναγνωριστική μελέτη δεν χορηγούνται εκ 
νέου κατά την κυρίως μελέτη (βλ. παράρτημα 2). Η πείρα δείχνει ότι το πιθανότερο αποτέλεσμα της δοκιμής με την αρχική 
δόση είναι η δυνατότητα ταξινόμησης της ουσίας, χωρίς να χρειάζονται άλλες δοκιμές. 

Για κάθε επίπεδο δόσης που ελέγχεται, χρησιμοποιούνται κατά κανόνα πέντε ζώα του ίδιου φύλου. Η ομάδα των πέντε 
ζώων σχηματίζεται από το ζώο στο οποίο χορηγήθηκε το συγκεκριμένο επίπεδο δόσης κατά την αναγνωριστική μελέτη συν 
τέσσερα άλλα ζώα (εκτός εάν - σπάνια περίπτωση - ένα επίπεδο δόσης της κυρίως μελέτης δεν χορηγήθηκε στο πλαίσιο 
της αναγνωριστικής.). 

Το χρονικό διάστημα μεταξύ των δόσεων καθορίζεται ανάλογα με το χρόνο εκδήλωσης, τη διάρκεια και τη σοβαρότητα 
των συμπτωμάτων τοξικότητας. Η χορήγηση της επόμενης δόσης θα πρέπει να καθυστερεί μέχρις ότου είναι βέβαιο ότι τα 
ζώα που έλαβαν την προηγούμενη θα επιζήσουν. Συνιστάται να μεσολαβούν μεταξύ των δόσεων 3 ή 4 ημέρες, εάν 
χρειάζεται, ώστε να είναι δυνατόν να διαπιστωθούν οι όψιμες τοξικές επιδράσεις. Το χρονικό διάστημα μεταξύ των δόσεων 
μπορεί να αναπροσαρμόζεται ανάλογα με τις ανάγκες, λόγου χάριν στις περιπτώσεις αβέβαιης απόκρισης. 

Όταν εξετάζεται η χρήση των 5000 ηι§/ΐ£§ ως ανώτατης προκαθορισμένης δόσης, πρέπει να εφαρμόζεται η διαδικασία που 
περιγράφεται στο παράρτημα 3 (βλ. επίσης σημείο 1.6.2). 

1.5.3.2 Οριακή δοκιμή 

Η οριακή δοκιμή χρησιμοποιείται κυρίως στις περιπτώσεις όπου ο ερευνητής έχει στη διάθεσή του στοιχεία, από τα οποία 
προκύπτει ότι η ελεγχόμενη ουσία μάλλον δεν είναι τοξική, δηλαδή ότι έχει τοξικές επιδράσεις μόνον εάν ληφθεί σε δόσεις 
μεγαλύτερες από τις οριακές τιμές που προ βλέπονται στις νομοθετικές ρυθμίσεις. Στοιχεία σχετικά με την τοξικότητα της 
ελεγχόμενης ουσίας είναι δυνατόν να συναχθούν από τα αποτελέσματα δοκιμών που έχουν διεξαχθεί με ενώσεις, μίγματα ή 
προϊόντα ανάλογης χημικής δομής, λαμβάνοντας υπόψη την ταυτότητα και την εκατοστιαία αναλογία των σημαντικών από 
τοξικολογική άποψη συστατικών. Στις περιπτώσεις όπου δεν υπάρχουν καθόλου ή υπάρχουν ελάχιστα στοιχεία για την 
τοξικότητα της ελεγχόμενης ουσίας ή εάν η τελευταία αναμένεται να είναι τοξική, πρέπει να διεξάγεται η κυρίως δοκιμή. 

Μία αναγνωριστική μελέτη με αρχική δόση 2000 ιη§/]£§ (ή κατ’ εξαίρεση 5000 ηι§/]£§), ακολουθούμενη από τη χορήγηση 
της ίδιας δόσης σε τέσσερα επιπλέον ζώα , με εφαρμογή της συνήθους διαδικασίας, συνιστά οριακή δοκιμή για τους 
σκοπούς της παρούσας κατευθυντήριας γραμμής. 

1.6 ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ 

Τα ζώα εξετάζονται το καθένα χωριστά τουλάχιστον μία φορά εντός των πρώτων 30 λεπτών από τη χορήγηση της ουσίας 
και τακτικά στη διάρκεια του πρώτου 24ώρου, με ιδιαίτερη προσοχή στις πρώτες 4 ώρες. Στη συνέχεια, εξετάζονται 
καθημερινά για 14 ημέρες συνολικά, εκτός εάν χρειαστεί να αποσυρθούν από τη μελέτη και να θανατωθούν με ευθανασία 
για να μην υποφέρουν ή εάν βρεθούν νεκρά. Η διάρκεια της περιόδου παρατήρησης δεν πρέπει πάντως να είναι αυστηρά 
καθορισμένη, αλλά να συναρτάται με τις τοξικές αντιδράσεις, το χρόνο εκδήλωσής τους και το χρόνο ανάρρωσης· 
συνεπώς, μπορεί να παρατείνεται, εφόσον κρίνεται απαραίτητο. Ο χρόνος εμφάνισης και εξαφάνισης των συμπτωμάτων 
τοξικότητας έχει μεγάλη σημασία, ιδίως στις περιπτώσεις όπου αυτά τείνουν να εκδηλώνονται με καθυστέρηση (11). Όλες 
οι παρατηρήσεις καταγράφονται συστηματικά σε χωριστό αρχείο για κάθε ζώο. 
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Εάν τα ζώα εξακολουθούν να παρουσιάζουν συμπτώματα τοξικότητας, απαιτούνται συμπληρωματικές παρατηρήσεις, 
μεταξύ των οποίων αλλαγές στο δέρμα και στο τρίχωμα, στους οφθαλμούς και στους βλεννογόνους, επίσης στη λειτουργία 
του αναπνευστικού και του κυκλοφοριακού συστήματος, του Κ.Ν.Σ και του αυτόνομου, καθώς και στη σωματική 
κινητικότητα και τη συμπεριφορά. Η προσοχή πρέπει να εστιάζεται στην παρατήρηση των σημείων τρόμου, σπασμών, 
σιελόρροιας, διάρροιας, υπνηλίας, λήθαργου και κώματος. Πρέπει να λαμβάνονται υπόψη οι γενικές αρχές και τα κριτήρια 
που συνοψίζονται στο καθοδηγητικό έγγραφο για τα τελικά σημεία ευθανασίας (8). Τα ετοιμοθάνατα ζώα και όσα 
εμφανίζουν ισχυρούς πόνους ή διαρκή σημεία έντονης δυσφορίας θα πρέπει να θανατώνονται με ευθανασία. Ο χρόνος 
θανάτου των ζώων που θανατώνονται για να μην υποφέρουν ή βρίσκονται νεκρά θα πρέπει να σημειώνεται με τη 
μεγαλύτερη δυνατή ακρίβεια. 

1.6.1 Βάρος σώματος 

Το βάρος κάθε ζώου πρέπει να μετριέται λίγο πριν από τη χορήγηση της ελεγχόμενης ουσίας και, μετά, τουλάχιστον ανά 
εβδομάδα. Πρέπει να υπολογίζονται οι αλλαγές βάρους και να καταγράφονται. Στο τέλος της δοκιμής, τα ζώα που έχουν 
επιζήσει ζυγίζονται και έπειτα θανατώνονται με ευθανασία*. 

1.6.2 Παθολογία 

Σε όλα τα ζώα της δοκιμής (συμπεριλαμβανομένων εκείνων που πεθαίνουν στη διάρκεια της μελέτης ή αποσύρονται από 
τη μελέτη για να μην υποφέρουν τα ζώα) πρέπει να διενεργείται νεκροψία-νεκροτομία. Για κάθε ζώο, πρέπει να 
καταγράφονται όλες οι μακροσκοπικές παθολογικές αλλοιώσεις. Στα ζώα που επιζούν 24 ή περισσότερες ώρες μετά τη 
χορήγηση της πρώτης δόσης, μπορεί επιπλέον να πραγματοποιείται μικροσκοπική εξέταση των οργάνων που εμφανίζουν 
μακροσκοπικώς παθολογικές αλλοιώσεις, καθώς από την εξέταση αυτή ενδέχεται να προκόψουν χρήσιμα στοιχεία. 

2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

Πρέπει να παρέχονται τα δεδομένα για κάθε ζώο χωριστά.. Επιπλέον, το σύνολο των δεδομένων πρέπει να συνοψίζεται σε 
πίνακα, όπου θα εμφαίνονται, για κάθε ομάδα της δοκιμής, ο αριθμός ζώων που χρησιμοποιήθηκαν, ο αριθμός ζώων που 
παρουσίασαν συμπτώματα τοξικότητας, ο αριθμός ζώων που βρέθηκαν νεκρά στη διάρκεια της δοκιμής ή θανατώθηκαν για 
να μην υποφέρουν, ο χρόνος θανάτου κάθε ζώου, περιγραφή και εξέλιξη των τοξικών επιδράσεων και κατά πόσον ήταν 
ανατάξιμες, καθώς και τα ευρήματα από τη νεκροψία. 

3 ΈΚΘΕΣΗ 

3.1 Έκθεση δοκιμής 

Η έκθεση δοκιμής θα πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλουθα στοιχεία, κατά περίπτωση: 

Ελεγχόμενη ουσία: 

— φυσική κατάσταση, καθαρότητα και, εφόσον έχει σημασία, φυσικές και χημικές ιδιότητες (συμπεριλαμβανομένης 

της ισομερείωσης)· 

— στοιχεία ταυτότητας, μεταξύ των οποίων τον αριθμό ΟΑ8. 

Φορέας (κατά περίπτωση): 

— αιτιολόγηση της επιλογής άλλου φορέα εκτός από νερό. 

Πειραματόζωα: 

— είδος/φυλή που χρησιμοποιήθηκε* 

— μικροβιολογική κατάσταση των ζώων, εφόσον είναι γνωστή* 

— αριθμό, ηλικία και φύλο των ζώων (όπου συμπερίλαμβάνεταη κατά περίπτωση, αιτιολόγηση της χρήσης αρσενικών 

αντί θηλυκών ζώων)· 

— προέλευση των ζώων, συνθήκες στέγασης, σιτηρέσιο κλπ.. 

Συνθήκες δοκιμής: 

— λεπτομέρειες για το παρασκεύασμα της ελεγχόμενης ουσίας, συμπεριλαμβανομένης της φυσικής κατάστασης στην 

οποία χορηγήθηκε* 

— λεπτομέρειες για τη χορήγηση των δόσεων, συμπεριλαμβανομένων των όγκων τους και του χρόνου χορήγησης* 

— λεπτομέρειες για την ποιότητα της τροφής και του νερού (μεταξύ άλλων, τύπος/προέλευση του σιτηρεσίου, 
προέλευση του νερού)· 

— αιτιολόγηση της επιλογής της αρχικής δόσης. 
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Αποτελέσματα: 

— πίνακα με τα δεδομένα απόκρισης και τα επίπεδα δόσης για κάθε ζώο (δηλ. ζώα που παρουσίασαν συμπτώματα 
τοξικότητας, συμπεριλαμβανομένης της θνησιμότητας φύση, σοβαρότητα και διάρκεια των επιδράσεων)· 

— πίνακα με τα βάρη των ζώων και τις μεταβολές τους· 

— για κάθε ζωο, βάρος την ημέρα χορήγησης της δόσης, κατόπιν ανά εβδομάδα και, τέλος, κατά το χρόνο θανάτου ή 

θανάτωσης· 

— ημερομηνία και ώρα θανατσυ, εάν επήλθε νωρίτερα από την προγραμματισμένη θανάτωση· 

— για κάθε ζωο, το χρόνο εκδήλωσης και την εξέλιξη των συμπτωμάτων τοξικότητας, καθώς και το κατά πόσον αυτά 

ήταν ανατάξιμα· 

— για κάθε ζώο, ευρήματα από τη νεκροψία και την ιστολογική εξέταση, εφόσον υπαρχουν 
Συζήτηση και ερμηνεία των αποτελεσμάτων 

Συμπεράσματα. 
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Αρχική δόση: 300 ιτιη/Ιίη 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3 


ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΓΙΑ ΓΗΝ ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΕΛΕΓΧΟΜΕΝΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΤΩΝ ΟΠΟΙΩΝ ΟΙ ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΕΣ 
ΤΙΜΕΣ ΙΤ> 5 ο ΥΠΕΡΒΑΙΝΟΥΝ ΤΑ 2000 ΜΟ/ΚΟ, ΧΩΡΙΣ ΝΑ ΧΡΕΙΑΖΕΤΑΙ ΝΑ ΔΙΕΞΑΧΟΟΥΝ ΔΟΚΙΜΕΣ 

Σκοπός των κριτηρίων ταξινόμησης στην κατηγορία κινδύνου 5 είναι να επιτρέψουν την ταυτοποίηση ελεγχόμενων ουσιών 
που ενέχουν σχετικά χαμηλό κίνδυνο οξείας τοξικότητας, αλλά σε ορισμένες περιστάσεις ενδέχεται να είναι επικίνδυνες για 
ευπαθείς ομάδες του πληθυσμού. Η τιμή Γϋ 5 ο από το στόμα ή το δέρμα για τις ουσίες αυτές αναμένεται να περιλαμβάνεται 
στη περιοχή τιμών 2000-5000 ηι§/Ε§ ή ισοδύναμων δόσεων, προκειμένου για άλλες οδούς έκθεσης. Μια ελεγχόμενη ουσία θα 
μπορούσε να ταξινομηθεί στην κατηγορία κινδύνου που ορίζεται από: το εύρος 2000ηι§/Γ§ <Γϋ 5 ο < 5000ηι§/Γ§ (κατηγορία 5 
κατά ΟΗ8) στις ακόλουθες περιπτώσεις: 

α) εάν κάποιο από τα σχήματα δοκιμών του παραρτήματος 2 κατευθύνει προς την κατηγορία αυτή με βάση τη 
συχνότητα θανάτων 

β) εάν υπάρχουν ήδη αξιόπιστα στοιχεία που δείχνουν ότι η τιμή Γϋ 5 ο περιλαμβάνεται στη περιοχή τιμών της 
κατηγορίας 5 ή εάν τα αποτελέσματα άλλων μελετών σε ζώα ή παρατηρήσεις τοξικών επιδράσεων στον 
άνθρωπο δημιουργούν ανησυχίες για οξείες βλάβες στην υγεία του ανθρώπου· 
γ) εάν μετά από παρέκταση δεδομένων, υπολογισμούς κατά προσέγγιση ή μετρήσεις δεν δικαιολογείται η 
ταξινόμηση σε ανώτερη κατηγορία κινδύνου και 

— υπάρχουν αξιόπιστα στοιχεία που δείχνουν σοβαρές τοξικές επιδράσεις στον άνθρωπο ή 

— έχει παρατηρηθεί θνησιμότητα σε δοκιμές από το στόμα με επίπεδα δόσεων έως και της κατηγορίας 4 ή 

— οι απόψεις των ειδικών επιβεβαιώνουν σοβαρά κλινικά συμπτώματα τοξικότητας — εκτός από διάρροια, 
ανόρθωση του τριχώματος και ταλαιπωρημένη εμφάνιση — που έχουν παρατηρηθεί σε δοκιμές με επίπεδα 
δόσεων έως και της κατηγορίας 4 ή 

— οι απόψεις των ειδικών επιβεβαιώνουν αξιόπιστες ενδείξεις πιθανής σοβαρής, οξείας τοξικής επίδρασης, οι 
οποίες έχουν προκόψει από άλλες μελέτες σε ζώα. 

ΔΙΕΞΑΓΩΓΗ ΔΟΚΙΜΩΝ ΜΕ ΔΟΣΕΙΣ ΑΝΩ ΤΩΝ 2000 ΜΟ/ΚΟ 

Κατ' εξαίρεση και μόνον εφόσον το επιβάλλουν συγκεκριμένες ανάγκες κανονιστικής ρύθμισης, μπορεί να εξεταστεί η χρήση 
ενός επιπλέον ανώτατου προκαθορισμένου επιπέδου δόσης 5000 ηι§/Γ§. Για λόγους προστασίας των ζώων, η διεξαγωγή 
δοκιμών με δόση 5000 ιυ§/Γ§ δεν συνιστάται και θα πρέπει να εξετάζεται μόνον εφόσον υπάρχουν μεγάλες πιθανότητες τα 
αποτελέσματα των δοκιμών αυτών να έχουν άμεση, ουσιαστική σημασία για την προστασία της υγείας των ζώων ή του 
ανθρώπου (9). 

Αναγνωριστική μελέτη 

Οι κανόνες που διέπουν τη λήψη απόφασης στη διαδοχική διαδικασία του παραρτήματος 1 διευρύνονται, ώστε να 
συμπεριλάβουν το επίπεδο δόσης 5000 ιη§/Γ§. Συνεπώς, η έκβαση Α (θάνατος) σε αναγνωριστική μελέτη με αρχική δόση 
5000 ηι§/Γ§ απαιτεί την υποβολή δεύτερου ζώου σε δοκιμή με 2000 ηι§/1ί§, ενώ η έκβαση Β ή Γ (έκδηλη τοξικότητα ή 
απουσία τοξικότητας) επιτρέπει την επιλογή των 5000 ιη§/1ί§ ως αρχικής δόσης για την κυρίως μελέτη. Ομοίως, εάν 
χρησιμοποιηθεί άλλη αρχική δόση πλην των 5000 ιη§/Γ§, τότε διεξάγεται δοκιμή με 5000 πι§/1ί§, εφόσον η έκβαση στο 
επίπεδο 2000 ηι§/Γ§ είναι Β ή Γ. Στη συνέχεια, η έκβαση Α στο επίπεδο 5000 ιη§/Ε§ υπαγορεύει τη διεξαγωγή κυρίως 
μελέτης με αρχική δόση 2000 ηι§/ΐ£§, ενώ η έκβαση Β ή Γ τη χρήση αρχικής δόσης 5000 ηι§/]ί§ στη μελέτη αυτή. 

Κυρίως μελέτη 

Οι κανόνες που διέπουν τη λήψη απόφασης στη διαδοχική διαδικασία του παραρτήματος 2 διευρύνονται, ώστε να 
συμπεριλάβουν το επίπεδο δόσης 5000 ηιΣυνεπώς, η έκβαση Α (> 2 θάνατοι) σε κυρίως μελέτη με αρχική δόση 5000 
ηι§/Ε§ απαιτεί την υποβολή δεύτερης ομάδας σε δοκιμή με 2000 ιυ§/Γ§, ενώ η έκβαση Β (έκδηλη τοξικότητα ή/και <1 
θάνατος) ή Γ (απουσία τοξικότητας) συνεπάγεται ότι η ουσία δεν ταξινομείται κατά ΟΗ8. Ομοίως, εάν χρησιμοποιηθεί άλλη 
αρχική δόση πλην των 5000 ηι§/Γ§, τότε διεξάγεται δοκιμή με 5000 ηι§/Γ§ εφόσον η έκβαση στο επίπεδο 2000 ηι§/Ε§ είναι Γ. 
Στη συνέχεια, η έκβαση Α στο επίπεδο 5000 γπ§/Γ§ συνεπάγεται ότι η ουσία ταξινομείται στην κατηγορία 5 του ΟΗ8, ενώ η 
έκβαση Β ή Γ ότι η ουσία δεν ταξινομείται σύμφωνα με το σύστημα αυτό. 




ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 4 : 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ Β. 1 δις — Οδηγίες για την ταξινόμηση σύμφωνα με το σύστημα της ΕΕ κατά τη μεταβατική περίοδο μέχρι να εφαρμοστεί πλήρως 
το παγκόσμιο εναρμονισμένο σύστημα ταξινόμησης (ΟΗ8) (έχουν ληφθεί από τη δημοσίευση (8)) 
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Αρχική δόση: 300 ιτΐ9/Ι<9 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Γ 


Β.1 τρις. ΟΞΕΙΑ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ ΑΠΟ ΤΟ ΣΤΟΜΑ - ΜΕΘΟΔΟΣ ΤΩΝ ΚΛΑΣΕΩΝ ΟΞΕΙΑΣ 

ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ 


1. Η ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμών είναι ισοδύναμη με την κατευθυντήρια γραμμή δοκιμών ΤΟ 423 (2001) 
του ΟΟΣΑ. 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η μέθοδος των κλάσεων οξείας τοξικότητας (1) που περιγράφεται στην παρούσα κατευθυντήρια γραμμή 
συνίσταται σε μια βαθμιδωτή διαδικασία, σε κάθε στάδιο της οποίας χρησιμοποιούνται 3 ζώα του ίδιου φύλου. 
Για να είναι δυνατόν να κριθεί η οξεία τοξικότητα της ελεγχόμενης ουσίας, χρειάζονται κατά μέσον όρο 2-4 
βαθμίδες, ανάλογα με τη θνησιμότητα ή/και την κατάσταση ετοιμοθάνατου των ζώων. II διαδικασία διαθέτει 
επαναληψιμότητα, απαιτεί πολύ μικρό αριθμό ζώων και παρέχει ανάλογες δυνατότητες ταξινόμησης των 
ουσιών με τις άλλες μεθόδους δοκιμών οξείας τοξικότητας. Η μέθοδος των κλάσεων οξείας τοξικότητας 
βασίζεται σε βιομετρικές αξιολογήσεις (2)(3)(4)(5) με χρήση καθορισμένων δόσεων, οι οποίες διαφέρουν 
επαρκώς μεταξύ τους, ώστε να επιτρέπουν την ιεράρχηση των ελεγχόμενων ουσιών για τους σκοπούς της 
ταξινόμησης και της εκτίμησης κινδύνου. Η μέθοδος, που υιοθετήθηκε το 1996, αποτέλεσε αντικείμενο 
διεξοδικών μελετών ελέγχου της αξιοπιστίας ΐη νΐνο, τόσο σε εθνική (6) όσο και σε διεθνή κλίμακα (7), έναντι 
δεδομένων σχετικών με την Εϋ 5 ο που ελήφθησαν από τη βιβλιογραφία. 

Οδηγίες για την επιλογή της καταλληλότερης μεθόδου δοκιμών σε κάθε δεδομένη περίπτωση παρέχονται από 
το καθοδηγητικό έγγραφο "Οαίόαηοβ ΟοοαιηεηΙ οη ΑοιιΙο Ογ& 1 Τοχίείΐγ Τ6δΐίη§" (8), το οποίο περιέχει επίσης 
συμπληρωματικές πληροφορίες σχετικά με την εφαρμογή και την ερμηνεία των αποτελεσμάτων της μεθόδου 
δοκιμών Β.1.τρις. 

Δεν απαιτείται να χορηγούνται οι ελεγχόμενες ουσίες σε δόσεις που είναι γνωστό ότι προκαλούν ισχυρούς 
πόνους και έντονη δυσφορία, εξαιτίας της διαβρωτικής ή πολύ ερεθιστικής δράσης των ουσιών. Τα 
ετοιμοθάνατα ζώα, καθώς και εκείνα που παρουσιάζουν σαφή σημεία πόνου ή έντονης και διαρκούς 
δυσφορίας, θανατώνονται με ευθανασία και λαμβάνονται υπόψη στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων με τον ίδιο 
τρόπο όπως τα ζώα που πεθαίνουν κατά τη δοκιμή. Τα κριτήρια για τη λήψη της απόφασης να θανατωθούν 
ετοιμοθάνατα ή βαρέως πάσχοντα ζώα, καθώς και οι οδηγίες για την αναγνώριση των ενδείξεων προβλέψιμου 
ή επικείμενου θανάτου, αποτελούν το αντικείμενο χωριστού καθοδηγητικού εγγράφου (9). 

Στη μέθοδο χρησιμοποιούνται προκαθορισμένες δόσεις, ενώ τα αποτελέσματά της επιτρέπουν την ιεράρχηση 
και την ταξινόμηση των ουσιών σύμφωνα με το Παγκόσμιο Εναρμονισμένο Σύστημα Ταξινόμησης των 
χημικών ουσιών που προκαλούν οξεία τοξικότητα (10). 

Η μέθοδος αυτή δεν έχει μελετηθεί, κατ’ αρχήν, για να επιτρέπει τον ακριβή υπολογισμό της Εϋ 5 ο, αλλά τον 
προσδιορισμό καθορισμένου εύρους τιμών έκθεσης που αναμένεται να προκαλέσουν θνησιμότητα, δεδομένου 
ότι το βασικό τελικό σημείο της συγκεκριμένης δοκιμής παραμένει ο θάνατος ενός ποσοστού των 
πειραματόζωων. Η μέθοδος επιτρέπει τον προσδιορισμό τιμής Εϋ 5 ο μόνον στις περιπτώσεις όπου δύο 
τουλάχιστον δόσεις έχουν ως αποτέλεσμα θνησιμότητα μεγαλύτερη από 0% και μικρότερη από 100%. Η χρήση 
επιλεγμένων προκαθορισμένων δόσεων, ανεξαρτήτως της ελεγχόμενης ουσίας, σε συνδυασμό με τη ρητή 
σύνδεση της ταξινόμησης με τον αριθμό των ζώων που διαπιστώνεται ότι βρίσκονται σε μια σειρά 
διαφορετικών καταστάσεων, βελτιώνει τη συνέπεια των εκθέσεων δοκιμής και την επαναληπτικότητα της 
μεθόδου μεταξύ των εργαστηρίων. 

Πριν από τη διεξαγωγή της μελέτης, το εργαστήριο δοκιμών θα πρέπει να λαμβάνει υπόψη όλα τα διαθέσιμα 
στοιχεία σχετικά με την ελεγχόμενη ουσία, μεταξύ των οποίων την ταυτότητα και τη χημική δομή της, τις 
φυσικές και χημικές ιδιότητές της, τα αποτελέσματα τυχόν άλλων δοκιμών τοξικότητας της ουσίας ΐη νΐίτο ή ΐη 
νΐνο, τα τοξικολογικά δεδομένα που αφορούν ουσίες ανάλογης χημικής δομής, καθώς και την ή τις 
προβλεπόμενες χρήσεις της ουσίας. Οι πληροφορίες αυτές είναι απαραίτητες για να διασφαλίζεται ότι η 
διεξαγωγή της δοκιμής έχει ουσιαστική σημασία για την προστασία της υγείας του ανθρώπου και βοηθούν στην 
επιλογή της καταλληλότερης αρχικής δόσης. 
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1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Οξεία τοξικότητα από το στόμα: οι δυσμενείς επιδράσεις που παρατηρούνται μετά τη χορήγηση από το 
στόμα μίας δόσης της ουσίας εφάπαξ ή πολλών δόσεων εντός 24ώρου. 

Όψιμος θάνατος: η περίπτωση όπου ένα ζώο δεν πεθαίνει ούτε είναι ετοιμοθάνατο εντός 48 ωρών, αλλά 
πεθαίνει αργότερα στη διάρκεια της περιόδου παρατήρησης, που διαρκεί 14 ημέρες. 

Δόση: η χορηγούμενη ποσότητα ελεγχόμενης ουσίας* εκφράζεται σε βάρος ελεγχόμενης ουσίας ανά μονάδα 
βάρους του πειραματοζώου (π.χ. ηι§/]£§). 

ΟΗ8: Παγκόσμιο Εναρμονισμένο Σύστημα Ταξινόμησης για τις χημικές ουσίες και τα μίγματά τους. 
Πρόκειται για κοινή πρωτοβουλία του ΟΟΣΑ (υγεία του ανθρώπου και περιβάλλον), της Επιτροπής 
Εμπειρογνωμόνων για τις Μεταφορές Επικίνδυνων Εμπορευμάτων του ΟΗΕ (φυσικές και χημικές ιδιότητες) 
και της Διεθνούς Οργάνωσης Εργασίας (γνωστοποίηση κινδύνων), με συντονιστή το Πρόγραμμα Διεθνών 
Οργανισμών για την ορθή Διαχείριση των Χημικών Προϊόντων (ΙΟΜΟ). 

Επικείμενος θάνατος: η περίπτωση όπου αναμένεται κατάσταση ετοιμοθάνατου ή θάνατος πριν από τον 
επόμενο προγραμματισμένο χρόνο παρατήρησης. Μεταξύ των ενδείξεων επικείμενου θανάτου στα τρωκτικά 
περιλαμβάνονται οι σπασμοί, η πλάγια θέση, η κατάκλιση και ο τρόμος (για περισσότερες λεπτομέρειες, βλ. 
Καθοδηγητικό Έγγραφο για τα Τελικά σημεία Ευθανασίας (9)). 

Εϋ 5 ο (διάμεσος θανατηφόρου δόσης): η στατιστικά λαμβανόμενη τιμή εφάπαξ δόσης μιας ουσίας που 
αναμένεται να προκαλέσει το θάνατο του 50 % των πειραματοζώων, όταν χορηγηθεί από το στόμα. II τιμή 
Ε0 5 ο εκφράζεται σε βάρος ελεγχόμενης ουσίας ανά μονάδα βάρους του πειραματοζώου (ηι§/Ε§). 

Οριακή δόση: μια δόση που αποτελείτο ανώτατο όριο για τη δοκιμή (2000 ή 5000 ιη§/Ε§). 

Κατάσταση ετοιμοθάνατου: η κατάσταση πολύ κοντά στο θάνατο ή η αδυναμία επιβίωσης ακόμη και μετά 
από θεραπευτική αγωγή (για περισσότερες λεπτομέρειες, βλ. Καθοδηγητικό Έγγραφο για τα Τελικά σημεία 
Ευθανασίας (9)). 

Προβλέψιμος θάνατος: η εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων που αποτελούν ένδειξη μελλοντικού θανάτου σε 
γνωστό χρόνο πριν από τον προγραμματισμένο τερματισμό του πειράματος, λόγου χάριν η αδυναμία του 
πειραματόζωου να φθάσει την τροφή ή το νερό (για περισσότερες λεπτομέρειες, βλ. καθοδηγητικό έγγραφο για 
τα Τελικά σημεία Ευθανασίας (9)). 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

Η αρχή της μεθόδου συνίσταται στη συγκέντρωση επαρκών στοιχείων για την οξεία τοξικότητα της 
ελεγχόμενης ουσίας, ώστε να είναι δυνατή η ταξινόμησή της, με βαθμιδωτή διαδικασία, σε κάθε στάδιο της 
οποίας χρησιμοποιείται ο ελάχιστος δυνατός αριθμός ζώων. Μία από τις προκαθορισμένες δόσεις ουσίας 
χορηγείται από το στόμα σε ομάδα πειραματοζώων. Η διαδικασία δοκιμής είναι βαθμιδωτή και σε κάθε στάδιό 
της χρησιμοποιούνται τρία ζώα του ίδιου φύλου (συνήθως θηλυκά). Η απουσία ή παρουσία θνησιμότητας των 
ζώων συνδεόμενης με την ουσία σε μια δεδομένη βαθμίδα, καθορίζει ποια θα είναι η επόμενη, δηλαδή: 

— δεν χρειάζονται άλλες δοκιμές, 

— χορήγηση της ίδιας δόσης σε τρία επιπλέον ζώα, 

— χορήγηση της αμέσως υψηλότερης ή χαμηλότερης δόσης σε τρία επιπλέον ζώα. 

Οι λεπτομέρειες της διαδικασίας δοκιμών παρατίθενται στο παράρτημα 1. Η μέθοδος επιτρέπει τη λήψη 
απόφασης σχετικά με την κατάταξη της ελεγχόμενης ουσίας σε μία από μια σειρά κλάσεων τοξικότητας, οι 
οποίες ορίζονται από καθορισμένες κρίσιμες τιμές Εθ 5 ο· 
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1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

1.4.1 Επιλογή είδους ζώων 

Το προτιμώμενο είδος τρωκτικού είναι ο επίμυς, αλλά μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλα είδη τρωκτικών. 
Κατά κανόνα χρησιμοποιούνται θηλυκά ζώα (9), επειδή από τη βιβλιογραφική έρευνα για τις συμβατικές 
δοκιμές Γ0 5 ο προκύπτει ότι, αν και οι διαφορές ευαισθησίας μεταξύ των δύο φύλων είναι συνήθως λίγες, όταν 
παρατηρούνται διαφορές, τα θηλυκά ζώα είναι κατά κανόνα ελαφρώς πιο ευαίσθητα (11). Εάν ωστόσο οι 
γνώσεις σχετικά με τις τοξικολογικές ή τοξικοκινητικές ιδιότητες χημικών ουσιών με ανάλογη χημική δομή 
συνηγορούν υπέρ του ότι τα αρσενικά ζώα είναι πιθανώς πιο ευπαθή, τότε θα πρέπει να προτιμάται αυτό το 
φύλο. Όταν η δοκιμή διεξάγεται σε αρσενικά ζώα, η επιλογή αυτή θα πρέπει να αιτιολογείται επαρκώς. 

Πρέπει να χρησιμοποιούνται υγιή νεαρά ενήλικα ζώα που ανήκουν σε φυλές κοινής εργαστηριακής χρήσης. Τα 
θηλυκά ζώα πρέπει να μην έχουν ποτέ γεννήσει ούτε να εγκυμονούν. Κατά την έναρξη της χορήγησης των 
δόσεων, η ηλικία κάθε ζώου πρέπει να κυμαίνεται μεταξύ 8 και 12 εβδομάδων και το βάρος του να μην 
αποκλίνει περισσότερο από ± 20% από το μέσο βάρος των ζώων στα οποία έχει ενδεχομένως χορηγηθεί η 
ουσία σε προηγούμενο στάδιο. 

1.4.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Η θερμοκρασία του θαλάμου πειραματόζωων πρέπει να είναι 22°0 (±3°0). Αν και η σχετική υγρασία πρέπει να 
είναι τουλάχιστον 30% και, κατά προτίμηση, να μην υπερβαίνει το 70%, εκτός από τις περιόδους καθαρισμού 
του θαλάμου, εν τούτοις ο στόχος θα πρέπει να είναι μια τιμή 50-60%. Ο φωτισμός πρέπει να είναι τεχνητός, με 
εναλλαγή φωτός-σκότους ανά 12ωρο. Για τη διατροφή των ζώων μπορούν να χρησιμοποιούνται τα συνήθη 
εργαστηριακά σιτηρέσια, με απεριόριστη παροχή πόσιμου νερού. Τα ζώα μπορούν να τοποθετούνται ομαδικά 
σε κλουβιά κατά δόση, αλλά ο αριθμός ζώων σε κάθε κλουβί δεν πρέπει να παρεμποδίζει την ακριβή 
παρατήρηση του καθενός ζώου. 

1.4.3 Προετοιμασία των ζώων 

Τα ζώα επιλέγονται τυχαία, σημαίνονται με τρόπο που επιτρέπει την αναγνώριση του καθενός και παραμένουν 
στα κλουβιά τους τουλάχιστον για πέντε ημέρες πριν από την έναρξη της χορήγησης των δόσεων, ώστε να 
εγκλιματιστούν στις εργαστηριακές συνθήκες. 

1.4.4 Παρασκευή των δόσεων 

Ο χορηγούμενος όγκος της ελεγχόμενης ουσίας πρέπει κατά κανόνα να διατηρείται σταθερός σε όλη τη σειρά 
των δόσεων της δοκιμής με αλλαγή της συγκέντρωσης του χορηγούμενου παρασκευάσματος Όταν ωστόσο 
πρόκειται να ελεγχθεί ένα υγρό τελικό προϊόν ή μίγμα, η χρήση της ελεγχόμενης ουσίας χωρίς αραίωση, 
δηλαδή σε σταθερή συγκέντρωση, μπορεί να είναι πιο ενδεδειγμένη για τη μετέπειτα εκτίμηση των κινδύνων 
από αυτή την ουσία, ενώ αποτελεί και απαίτηση ορισμένων αρμόδιων για τις νομοθετικές ρυθμίσεις Αρχών. Σε 
κάθε περίπτωση, δεν επιτρέπεται υπέρβαση του μέγιστου όγκου χορηγούμενης δόσης. Ο μέγιστος όγκος υγρού 
που μπορεί να χορηγηθεί εφάπαξ εξαρτάται από το μέγεθος του πειραματόζωου. Στα τρωκτικά, ο όγκος δεν 
πρέπει κατά κανόνα να υπερβαίνει το 1ηι1/100§ βάρους σώματος, αλλά στην περίπτωση των υδατικών 
διαλυμάτων μπορεί να εξετασθεί το ενδεχόμενο χορήγησης 2 ηι1/100§ βάρους σώματος. Όσον αφορά τη μορφή 
του χορηγούμενου παρασκευάσματος, συνιστάται να χρησιμοποιούνται, κατά το δυνατόν, υδατικά διαλύματα/ 
εναιωρήματα/γαλακτώματα, με δεύτερα κατά σειρά προτίμησης τα διαλύματα/εναιωρήματα/γαλακτώματα σε 
έλαιο (π.χ. αραβοσιτέλαιο) και τελευταία τα διαλύματα σε άλλους φορείς. Σε περίπτωση χρήσης άλλου φορέα 
πλην του νερού, πρέπει να είναι γνωστές οι τοξικολογικές ιδιότητές του. Οι δόσεις πρέπει να παρασκευάζονται 
λίγο πριν από τη χορήγηση, εκτός εάν η σταθερότητα του παρασκευάσματος στο χρονικό διάστημα εντός του 
οποίου πρόκειται να χρησιμοποιηθεί είναι γνωστή και έχει κριθεί αποδεκτή. 

1.5 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1.5.1 Χορήγηση των δόσεων 

Η ελεγχόμενη ουσία χορηγείται εφάπαξ με τη βοήθεια ρινογαστρικού καθετήρα σίτισης ή κατάλληλου σωλήνα 
διασωλήνωσης. Στη σπάνια περίπτωση όπου η εφάπαξ χορήγηση δεν είναι εφικτή, η δόση μπορεί να χορηγηθεί 
τμηματικά εντός περιόδου που δεν υπερβαίνει τις 24 ώρες. 
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Πριν από τη χορήγηση των δόσεων, τα ζώα υποβάλλονται σε νηστεία (π.χ. διακοπή της σίτισης, αλλά όχι της 
παροχής νερού για όλη την προηγούμενη νύκτα, όταν χρησιμοποιούνται επίμυες, ή για 3-4 ώρες, όταν 
χρησιμοποιούνται ποντικοί). Μετά την περίοδο νηστείας, τα ζώα ζυγίζονται και τους χορηγείται η ελεγχόμενη 
ουσία. Η διακοπή της σίτισης μπορεί να συνεχιστεί και μετά τη χορήγηση της ουσίας για 3-4 ώρες, 
προκειμένου για επίμυες, ή 1-2 ώρες, προκειμένου για ποντικούς. Σε περίπτωση τμηματικής χορήγησης της 
δόσης εντός ορισμένου χρόνου, μπορεί να χρειαστεί να δοθεί στα ζώα τροφή και νερό, ανάλογα με τη διάρκεια 
του συγκεκριμένου χρονικού διαστήματος. 

1 .5.2 Αριθμός ζώων και επίπεδα δόσεων 

Σε κάθε βαθμίδα χρησιμοποιούνται τρία ζώα. Η αρχική δόση επιλέγεται μεταξύ τεσσάρων προκαθορισμένων 
επιπέδων, που είναι τα 5, 50, 300 και 2000 ηι§/1τ§ βάρους σώματος. Η αρχική δόση θα πρέπει να είναι το 
επίπεδο με τις μεγαλύτερες πιθανότητες να προκαλέσει το θάνατο ορισμένων από τα ζώα στα οποία θα 
χορηγηθεί. Η διαδικασία που θα πρέπει να εφαρμόζεται για κάθε επίπεδο αρχικής δόσης εμφαίνεται στα 
διαγράμματα ροής του παραρτήματος 1. Επιπλέον, το παράρτημα 4 παρέχει καθοδήγηση για την ταξινόμηση 
κατά το σύστημα της ΕΕ μέχρι να εφαρμοστεί το νέο ΟΗδ. 

Όταν από τα διαθέσιμα στοιχεία συνάγεται μικρή πιθανότητα θνησιμότητας στο υψηλότερο επίπεδο αρχικής 
δόσης (2000 ηι§/Ε§ βάρους σώματος), θα πρέπει να διεξάγεται οριακή δοκιμή. Εάν δεν υπάρχουν στοιχεία για 
την ουσία που πρόκειται να ελεγχθεί, συνιστάται να χρησιμοποιείται αρχική δόση 300 ηι§/Ε§ βάρους σώματος 
για λόγους προστασίας των ζώων. 

Το χρονικό διάστημα μεταξύ των δόσεων καθορίζεται με την έναρξη, τη διάρκεια και τη σοβαρότητα των 
συμπτωμάτων τοξικότητας. Η χορήγηση της επόμενης δόσης θα πρέπει να καθυστερεί μέχρις ότου είναι βέβαιο 
ότι τα ζώα που έλαβαν την προηγούμενη θα επιζήσουν. 

Κατ'εξαίρεση, και μόνον εφόσον το επιβάλλουν συγκεκριμένες ανάγκες νομοθετικής ρύθμισης, μπορεί να 
εξεταστεί η χρήση ενός επιπλέον ανώτατου επιπέδου δόσης 5000 ηι§/Ε§ (βλ. παράρτημα 2). Για λόγους 
προστασίας των ζώων, η διεξαγωγή δοκιμών σε ζώα με δόσεις της κλίμακας που ορίζει την κατηγορία 5 του 
ΟΗδ (2000-5000 ηι§/Ε§) δεν συνιστάται και θα πρέπει να εξετάζεται μόνον εφόσον υπάρχουν μεγάλες 
πιθανότητες τα αποτελέσματα των δοκιμών αυτών να έχουν άμεση, ουσιαστική σημασία για την προστασία της 
υγείας του ανθρώπου ή των ζώων ή για την προστασία του περιβάλλοντος. 

1.5.3 Οριακή δοκιμή 

Η οριακή δοκιμή χρησιμοποιείται κυρίως στις περιπτώσεις όπου ο ερευνητής έχει στη διάθεσή του στοιχεία, 
από τα οποία προκύπτει ότι η ελεγχόμενη ουσία μάλλον δεν είναι τοξική, δηλαδή ότι έχει τοξικές επιδράσεις 
μόνον εάν ληφθεί σε δόσεις μεγαλύτερες από τις οριακές τιμές που προβλέπονται στις νομοθετικές ρυθμίσεις. 
Στοιχεία σχετικά με την τοξικότητα της ελεγχόμενης ουσίας είναι δυνατόν να συναχθούν από τα αποτελέσματα 
δοκιμών που έχουν διεξαχθεί με ενώσεις, μίγματα ή προϊόντα ανάλογης χημικής δομής, λαμβάνοντας υπόψη 
την ταυτότητα και την εκατοστιαία αναλογία των σημαντικών από τοξικολογική άποψη συστατικών. Στις 
περιπτώσεις όπου δεν υπάρχουν καθόλου ή υπάρχουν ελάχιστα στοιχεία για την τοξικότητα της ελεγχόμενης 
ουσίας ή εάν η τελευταία αναμένεται να είναι τοξική, πρέπει να διεξάγεται η κυρίως δοκιμή. 

Μπορεί να διεξαχθεί οριακή δοκιμή με δόση 2000 ηι§/Ε§ βάρους σώματος σε έξι ζώα (τρία ανά βαθμίδα). Κατ' 
εξαίρεση, μπορεί να διεξαχθεί οριακή δοκιμή με δόση 5000 ηι§/Ε§ σε τρία ζώα (βλ. παράρτημα 2). Εάν 
διαπιστωθεί θνησιμότητα συνδεόμενη με την ελεγχόμενη ουσία, μπορεί να χρειαστεί να διεξαχθεί δοκιμή με το 
αμέσως χαμηλότερο επίπεδο δόσης. 

1.6 ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ 

Τα ζώα εξετάζονται το καθένα χωριστά τουλάχιστον μία φορά εντός των πρώτων 30 λεπτών από τη χορήγηση 
της ουσίας και τακτικά στη διάρκεια του πρώτου 24ώρου, με ιδιαίτερη προσοχή στις πρώτες 4 ώρες. Στη 
συνέχεια, εξετάζονται καθημερινά για 14 ημέρες συνολικά, εκτός εάν χρειαστεί να αποσυρθούν από τη μελέτη 
και να θανατωθούν με ευθανασία για να μην υποφέρουν ή εάν βρεθούν νεκρά. Η διάρκεια της περιόδου 
παρατήρησης δεν πρέπει πάντως να είναι αυστηρά καθορισμένη, αλλά να συναρτάται με τις τοξικές 
αντιδράσεις, το χρόνο έναρξής τους και το χρόνο ανάρρωσης· συνεπώς, μπορεί να παρατείνετακ εφόσον 
κρίνεται απαραίτητο. Ο χρόνος εμφάνισης και εξαφάνισης των συμπτωμάτων τοξικότητας έχει μεγάλη 
σημασία, ιδίως στις περιπτώσεις όπου αυτά τείνουν να εκδηλώνονται με καθυστέρηση (11). Όλες οι 
παρατηρήσεις καταγράφονται συστηματικά σε χωριστό αρχείο για κάθε ζώο. 
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Εάν τα ζώα εξακολουθούν να παρουσιάζουν συμπτώματα τοξικότητας, απαιτούνται συμπληρωματικές 
παρατηρήσεις, μεταξύ των οποίων αλλαγές στο δέρμα και στο τρίχωμα, στους οφθαλμούς και στους 
βλεννογόνους, επίσης στη λειτουργία του αναπνευστικού και του κυκλοφοριακού συστήματος, του Κ.Ν.Σ και 
του (αυτόνομου), καθώς και στη σωματική κινητικότητα και τη συμπεριφορά. Η προσοχή πρέπει να εστιάζεται 
σε παρατηρήσεις των σημείων τρόμου, σπασμών, σιελόρροιας, διάρροιας, υπνηλίας, λήθαργου και κώματος. 
Πρέπει να λαμβάνονται υπόψη οι γενικές αρχές και τα κριτήρια που συνοψίζονται στο καθοδηγητικό έγγραφο 
για τα τελικά σημεία ευθανασίας (9). Τα ετοιμοθάνατα ζώα και όσα παρουσιάζουν ισχυρούς πόνους ή διαρκή 
σημεία έντονης δυσφορίας θα πρέπει να θανατώνονται με ευθανασία. Ο χρόνος θανάτου των ζώων που 
θανατώνονται για να μην υποφέρουν ή βρίσκονται νεκρά θα πρέπει να σημειώνεται με τη μεγαλύτερη δυνατή 
ακρίβεια. 

1.6.1 Βάρος σώματος 

Το βάρος κάθε ζώου πρέπει να μετριέται λίγο πριν από τη χορήγηση της ελεγχόμενης ουσίας και, κατόπιν, 
τουλάχιστον ανά εβδομάδα. Πρέπει να υπολογίζονται οι αλλαγές βάρους και να καταγράφονται. Στο τέλος της 
δοκιμής, τα ζώα που έχουν επιζήσει ζυγίζονται και έπειτα θανατώνονται με ευθανασία*. 

1.6.2 Παθολογία 

Σε όλα τα ζώα της δοκιμής (συμπεριλαμβανομένων εκείνων που πεθαίνουν στη διάρκεια της δοκιμής ή 
αποσύρονται από τη μελέτη για να μην υποφέρουν) πρέπει να διενεργείται μη λεπτομερειακή νεκροψία- 
νεκροτομία. Για κάθε ζώο, πρέπει να καταγράφονται όλες οι μακροσκοπικές παθολογικές αλλοιώσεις. Στα ζώα 
που επιζούν 24 ή περισσότερες ώρες μετά τη χορήγηση της πρώτης δόσης, μπορεί επιπλέον να 
πραγματοποιείται μικροσκοπική εξέταση των οργάνων που εμφανίζουν μακροσκοπικώς παθολογικές 
αλλοιώσεις, καθώς από την εξέταση αυτή ενδέχεται να προκόψουν χρήσιμα στοιχεία. 

2. ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

Πρέπει να παρέχονται τα δεδομένα για κάθε ζώο χωριστά.. Επιπλέον, το σύνολο των δεδομένων πρέπει να 
συνοψίζεται σε πίνακα, όπου θα εμφαίνονται, για κάθε ομάδα της δοκιμής, ο αριθμός ζώων που 
χρησιμοποιήθηκαν, ο αριθμός ζώων που παρουσίασαν συμπτώματα τοξικότητας, ο αριθμός ζώων που 
βρέθηκαν νεκρά στη διάρκεια της δοκιμής ή θανατώθηκαν για να μην υποφέρουν, ο χρόνος θανάτου κάθε 
ζώου, περιγραφή και εξέλιξη των τοξικών επιδράσεων και κατά πόσον ήταν ανατάξιμες, καθώς και τα 
ευρήματα από τη νεκροψία. 

3. ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΕΩΝ 

3.1 Έκθεση δοκιμής 

Η έκθεση δοκιμής θα πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλουθα στοιχεία, κατά περίπτωση: 

Ελεγχόμενη ουσία: 

— φυσική κατάσταση, καθαρότητα και, εφόσον έχει σημασία, φυσικές και χημικές ιδιότητες 

(συμπεριλαμβανομένης της ισομερείωσης)· 

— στοιχεία ταυτότητας, μεταξύ των οποίων τον αριθμό ΟΑδ. 

Φορέας (κατά περίπτωση): 

— αιτιολόγηση της επιλογής άλλου φορέα εκτός από νερό. 

Πειραματόζωα 

— είδος/φυλή που χρησιμοποιήθηκε* 

— μικροβιολογική κατάσταση των ζώων, εφόσον είναι γνωστή* 

— αριθμό, ηλικία και φύλο των ζώων (όπου συμπεριλαμβάνεται, κατά περίπτωση, αιτιολόγηση της 
χρήσης αρσενικών αντί θηλυκών ζώων)· 

— προέλευση των ζώων, συνθήκες στέγασης, σιτηρέσιο κλπ.. 
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Συνθήκες δοκιμής: 

— λεπτομέρειες για τον τύπο της ελεγχόμενης ουσίας, συμπεριλαμβανομένης της φυσικής κατάστασης 
στην οποία χορηγήθηκε* 

— λεπτομέρειες για τη χορήγηση της ελεγχόμενης ουσίας, συμπεριλαμβανομένων των όγκων και του 
χρόνου χορήγησης των δόσεων · 

— λεπτομέρειες για την ποιότητα της τροφής και του νερού (μεταξύ άλλων, τύπος/προέλευση του 
σιτηρεσίου, προέλευση του νερού)· 

— αιτιολόγηση της επιλογής της αρχικής δόσης. 

Αποτελέσματα: 

— πίνακα με τα δεδομένα απόκρισης και τα επίπεδα δόσης για κάθε ζώο (δηλ. ζώα που παρουσίασαν 
συμπτώματα τοξικότητας, συμπεριλαμβανομένης της θνησιμότητας, (ρύση, σοβαρότητα και διάρκεια 
των επιδράσεων)· 

— πίνακα με τα βάρη των ζώων και τις μεταβολές τους· 

— για κάθε ζώο, βάρος την ημέρα χορήγησης της δόσης, κατόπιν ανά εβδομάδα και, τέλος, κατά το 
χρόνο θανάτου ή θανάτοοσης- 

— ημερομηνία και ώρα θανάτου, εάν επήλθε νωρίτερα από την προγραμματισμένη θανάτωση· 

— για κάθε ζώο, το χρόνο εκδήλωσης και την εξέλιξη των συμπτωμάτων τοξικότητας, καθώς και το 
κατά πόσον αυτά ήταν ανατάξιμα· 

— για κάθε ζώο, ευρήματα από τη νεκροψία και τα ιστοπαθολογικά ευρήματα, εφόσον υπάρχουν. 

Συζήτηση και ερμηνεία των αποτελεσμάτων 

Συμπεράσματα. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 


ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΠΟΥ ΠΡΕΠΕΙ ΝΑ ΕΦΑΡΜΟΖΕΤΑΙ ΓΙΑ ΚΑΘΕ ΑΡΧΙΚΗ ΔΟΣΗ 


ΓΕΝΙΚΕΣ ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ 

Η διαδικασία που πρέπει να εφαρμόζεται για κάθε αρχική δόση περιγράφεται σχηματικά στα αντίστοιχα διαγράμματα 
δοκιμών του παρόντος παραρτήματος. 

— Παράρτημα 1 Α: αρχική δόση 5 ηι§/Ε§ βάρους σώματος 

— Παράρτημα 1 Β: αρχική δόση 50 ηι§/Ε§ βάρους σώματος 

— Παράρτημα 1 Γ: αρχική δόση 300 ηι§/]£§ βάρους σώματος 

— Παράρτημα 1 Δ: αρχική δόση 2000 ηι§/]£§ βάρους σώματος. 

Ανάλογα με τον αριθμό των ζώων που θανατώνονται με ευθανασία ή βρίσκονται νεκρά, η διαδικασία δοκιμών ακολουθεί την 
πορεία που υποδεικνύεται με βέλη. 




ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 4 

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΔΟΚΙΜΩΝ ΜΕ ΑΡΧΙΚΗ ΔΟΣΗ 5 ΜΟ/ΚΟ ΒΑΡΟΥΣ ΣΩΜΑΤΟΣ 



βάρους σώματος) 








ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 Β 

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΔΟΚΙΜΩΝ ΜΕ ΑΡΧΙΚΗ ΔΟΣΗ 50 ΜΟ/ΚΟ ΒΑΡΟΥΣ ΣΩΜΑΤΟΣ 









ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 Γ 

ΑΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΔΟΚΙΜΩΝ ΜΕ ΑΡΧΙΚΗ ΔΟΣΗ 300 ΜΟ/ΚΟ ΒΑΡΟΥΣ ΣΩΜΑΤΟΣ 
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ΑΝΝΕΧ 1 Δ 

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΔΟΚΙΜΩΝ ΜΕ ΑΡΧΙΚΗ ΔΟΣΗ 2000 ΜΟ/ΚΟ ΒΑΡΟΥΣ ΣΩΜΑΤΟΣ 
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σώματος) παράρτημα 2 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2 


ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΕΛΕΓΧΟΜΕΝΩΝ ΟΥΣΙΩΝ ΤΩΝ ΟΠΟΙΩΝ ΟΙ ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΕΣ 
ΤΙΜΕΣ ΓΗ 50 ΥΠΕΡΒΑΙΝΟΥΝ ΤΑ 2000 ΜΟ/ΚΟ, ΧΩΡΙΣ ΝΑ ΧΡΕΙΑΖΕΤΑΙ ΝΑ ΔΙΕΞΑΧΘΟΥΝ ΔΟΚΙΜΕΣ 

Σκοπός των κριτηρίων ταξινόμησης στην κατηγορία κινδύνου 5 είναι να επιτρέψουν την ταυτοποίηση ελεγχόμενων ουσιών 
που ενέχουν σχετικά χαμηλό κίνδυνο οξείας τοξικότητας, αλλά σε ορισμένες περιστάσεις ενδέχεται να είναι επικίνδυνες για 
ευπαθείς ομάδες του πληθυσμού. Η τιμή Εϋ 5 ο από το στόμα ή το δέρμα για τις ουσίες αυτές αναμένεται να περιλαμβάνεται 
στη περιοχή τιμών 2000-5000 ηι§/Ε§ ή ισοδύναμων δόσεων, προκειμένου για άλλες οδούς έκθεσης. Μια ελεγχόμενη ουσία 
θα μπορούσε να ταξινομηθεί στην κατηγορία κινδύνου που ορίζεται από την κλίμακα: 2000 ιϊι§/Ε§ <Εϋ 5 ο < 5000ηι§/Ε§ 
(κατηγορία 5 κατά ΟΗ8) στις ακόλουθες περιπτώσεις: 

α) εάν κάποιο από τα σχήματα δοκιμών του παραρτήματος 1 Α-1 Δ κατευθύνει προς την κατηγορία αυτή με 
βάση τη συχνότητα θανάτων* 

β) εάν υπάρχουν ήδη αξιόπιστα στοιχεία που δείχνουν ότι η τιμή Εϋ 5 ο περιλαμβάνεται στη περιοχή τιμών της 
κατηγορίας 5 ή εάν τα αποτελέσματα άλλων μελετών σε ζώα ή παρατηρήσεις τοξικών επιδράσεων στον 
άνθρωπο δημιουργούν ανησυχίες για οξείες βλάβες στην υγεία του ανθρώπου* 

γ) εάν μετά από παρέκταση δεδομένων, υπολογισμούς κατά προσέγγιση ή μετρήσεις δεν δικαιολογείται η 
κατάταξη σε ανώτερη κατηγορία κινδύνου και 

— υπάρχουν αξιόπιστα στοιχεία που δείχνουν σοβαρές τοξικές επιδράσεις στον άνθρωπο ή 

— έχει παρατηρηθεί θνησιμότητα σε δοκιμές από το στόμα με τιμές δόσεων έως και της κατηγορίας 4 ή 

— οι απόψεις των ειδικών επιβεβαιώνουν σοβαρά κλινικά συμπτώματα τοξικότητας — εκτός από 
διάρροια, ανόρθωση του τριχώματος και ταλαιπωρημένη εμφάνιση — που έχουν παρατηρηθεί σε 
δοκιμές με τιμές δόσεων έως και της κατηγορίας 4 ή 

— οι απόψεις των ειδικών επιβεβαιώνουν αξιόπιστες ενδείξεις πιθανής σοβαρής, οξείας τοξικής 
επίδρασης, οι οποίες έχουν προκόψει από άλλες μελέτες σε ζώα. 

ΔΙΕΞΑΓΩΓΗ ΔΟΚΙΜΩΝ ΜΕ ΔΟΣΕΙΣ ΑΝΩ ΤΩΝ 2000 ΜΟ/ΚΟ 

Για λόγους προστασίας των ζώων, η διεξαγωγή δοκιμών με δόσεις του εύρους τιμών που ορίζει την κατηγορία 5 (2000-5000 
ηι§/Ε§) δεν συνιστάται και θα πρέπει να εξετάζεται μόνον εφόσον υπάρχουν μεγάλες πιθανότητες τα αποτελέσματα των 
δοκιμών αυτών να έχουν άμεση, σημασία για την προστασία της υγείας του ανθρώπου ή των ζώων (10). Δεν θα πρέπει να 
διεξάγονται άλλες δοκιμές με υψηλότερες δόσεις. 

Εφόσον απαιτείται δοκιμή με δόση 5000 ηι§/Ε§, αυτή διεξάγεται σε μία μόνο βαθμίδα (δηλαδή, σε τρία ζώα). Εάν το πρώτο 
ζώο πεθάνει, το επόμενο βήμα είναι η χορήγηση 2000 ηι§/Ε§ σύμφωνα με τα διαγράμματα ροής του παραρτήματος 1. Εάν το 
πρώτο ζώο επιζήσει, η δόση χορηγείται σε δύο ακόμη ζώα. Εάν πεθάνει μόνον ένα από τα δύο ζώα, τότε η τιμή ΕΌ 5 ο 
αναμένεται να υπερβαίνει τα 5000 γπ§/Ε§. Εάν πεθάνουν και τα δύο, το επόμενο βήμα είναι η χορήγηση 2000 γπ§/Ε§. 
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ΟΗ5 


Κρίσιμη τιμή υΖ) 5 ο 
ΐϊΐ£/Κ§ βάρους 
σώματος 


ΕΕ Χημικά 
προϊόντα - Υγρά 
φυτοφάρμακα 

ΕΕ Στερεά 
φυτοφάρμακα 

ΟΗΕ Υγρά 


ΟΗΕ Στερεά 


Ελβετία 


ΗΠΑΕΡΑοτίς 


Ιαπωνία ΡΩ δΟΑ 


ΚαναδάςΑΥΗΜ I δ/ 
ΗΠΑ ΟδΗΑ 


ΗΠΑ ΕΡΑ 
φυτοφάρμακα 

ΗΠΑΟΡδΟ 


Καναδάς 

φυτοφάρμακα 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ Β.1 τρις: Οδηγίες για την ταξινόμηση σύμφωνα με το σύστημα της ΕΕ κατά τη 
μεταβατική περίοδο μέχρι να εφαρμοστεί πλήρως το Παγκόσμιο Εναρμονισμένο Σύστημα Ταξινόμησης (ΟΗδ) 

(έχουν ληφθεί από τη δημοσίευση (8)) 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3 (ΣΥΝΕΧΕΙΑ 1) 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ Β.1 τρις: Οδηγίες για την ταξινόμηση σύμφωνα με το σύστημα της ΕΕ κατά τη 
μεταβατική περίοδο μέχρι να εφαρμοστεί πλήρως το Παγκόσμιο Εναρμονισμένο-Σύστημα Ταξινόμησης (6Η8) 

(έχουν ληφθεί από τη δημοσίευση (8)) 



- Σε κάθε βαθμίδα χρησιμοποιούνται 3 ζώα του ίδιου φύλου _ οο’ δεν ταξινομείται 

(συνήθως θηλυκά). . ,. σΓην πρώτη βαθμί5α 

- 0, 1, 2, 3: αριθμός ετοιμοθάνατων η νεκρών ζωων σε κάθε . αΗ8; παγκόσμ10 εναρμονισμένο σύστημα; ταξινόμησης (π, 8 /Ε 8 

βαθμίδα βάρους σώματος) 
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ΟΗ8 


Κρίσιμη τιμή Εϋ 50 
ιπ^Λφ βάρους 
σώματος 

ΕΕ Χημικά 
προϊόντα - Υγρά 
φυτοφάρμακα 
φάρμακα 

ΕΕ Στερεά 
φυτοφάρμακα 


ΟΗΕ Υγρά 


ΟΗΕ Στερεά 


Ελβετία 


ΗΠΑ ΕΡΑ 


Ιαπωνία ΡϋδΟΑ 


ΚαναδάςΑΥΗΜ 18/ 
ΗΠΑ ΟδΗΑ 


ΗΠΑ ΕΡΑ 
©υτοωάο ιιακα 


ΗΠΑ ΟΡδΟ 


Καναδάς 

φυτοφάρμακα 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3 (ΣΥΝΕΧΕΙΑ 2) 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ Β.1 τρις: Οδηγίες για την ταξινόμηση σύμφωνα με το σύστημα της ΕΕ κατά τη 
μεταβατική περίοδο μέχρι να εφαρμοστεί πλήρως το Παγκόσμιο Εναρμονισμένο Σύστημα Ταξινόμησης (ΟΗ8) 

(έχουν ληφθεί από τη δημοσίευση (8)) 
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ΟΗ3 


Κρίσιμη τιμή Εϋ 50 
ιη§/ΐ££ βάρους 
σώματος 


ΕΕ Χημικά προϊόντα - 
Υ γρά φυτοφάρμακα 

ΕΕ Στερεά 
φυτοφάρμακα 

ΟΗΕ Υγρά 


ΟΗΕ Στερεά 


Ελβετία 


ΗΠΑ ΕΡΑ 


Ιαπωνία ΡΌ80Α 


ΚαναδάςΑνΗΜΙδ/ 
ΗΠΑ 08ΗΑ 

ΗΠΑ 

ΕΡΑφυχοφ άρμακα 

ΗΠΑ ΟΡδΟ 


Καναδάς 

φυτοφάρμακα 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3 (ΣΥΝΕΧΕΙΑ 3) 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ Β.1 τρις: Οδηγίες για την ταξινόμηση σύμφωνα με το σύστημα της ΕΕ κατά τη 
μεταβατική περίοδο μέχρι να εφαρμοστεί πλήρως το Παγκόσμιο Εναρμονισμένο Σύστημα Ταξινόμησης (ΟΗ8) 

(έχουν ληφθεί από τη δημοσίευση (8)) 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Δ 


Β. 4. ΟΞΕΙΑ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ: ΕΡΕΘΙΣΜΟΣ/ΔΙΑΒΡΩΣΙΙ ΤΟΥ ΔΕΡΜΑΤΟΣ 


1. Η ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος είναι ισοδύναμη με την κατευθυντήρια γραμμή δοκιμών ΤΟ 404 (2002) του ΟΟΣΑ 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Κατά την ανάπτυξη της παρούσας αναπροσαρμοσμένης μεθόδου, δόθηκε ιδιαίτερη προσοχή στις δυνατότητες 
βελτίωσης σε σχέση με τον προβληματισμό για τη μεταχείριση των ζώων, καθώς και στην αξιολόγηση όλων 
των διαθέσιμων στοιχείων σχετικά με τις ελεγχόμενες ουσίες, ώστε να μην διεξάγονται περιττές δοκιμές σε 
πειραματόζωα. Η μέθοδος περιλαμβάνει τη σύσταση να υποβάλλονται τα υφιστάμενα δεδομένα σε ανάλυση 
βάρους της μαρτυρίας, πριν από τη διεξαγωγή της περιγραφόμενης δοκιμής των ουσιών ΐη νίνο για 
διάβρωση/ερεθισμό. Εφόσον τα διαθέσιμα δεδομένα είναι ανεπαρκή, μπορούν να συμπληρώνονται με την 
εφαρμογή ακολουθιακού ελέγχου (1). Η συνιστώμενη στρατηγική δοκιμών περιλαμβάνει την εκτέλεση 
έγκυρων και αποδεκτών δοκιμασιών ΐη νΐίκο και παρατίθεται σε παράρτημα της παρούσας μεθόδου. Επιπλέον, 
όπου ενδείκνυται, συνιστάται η διαδοχική αντί της ταυτόχρονης εφαρμογή των τριών επιθεμάτων στο ζώο κατά 
την αρχική δοκιμή ΐη νίνο. 

Προς όφελος τόσο της ορθότητας του επιστημονικού έργου, όσο και της πρόνοιας για τα ζώα, δεν θα πρέπει να 
διεξάγονται δοκιμές ΐη νίνο, πριν αξιολογηθούν, με ανάλυση βάρους της μαρτυρίας, όλα τα διαθέσιμα δεδομένα 
σχετικά με την πιθανή διαβρωτική/ερεθιστική επίδραση των ουσιών στο δέρμα. Τα εν λόγω δεδομένα 
περιλαμβάνουν στοιχεία από προηγούμενες μελέτες στον άνθρωπο ή/και σε πειραματόζωα, στοιχεία που 
υποδεικνύουν ότι μία ή περισσότερες ουσίες με ανάλογη χημική δομή ή μίγματα τέτοιων ουσιών προκαλούν 
διάβρωση/ερεθισμό, δεδομένα υψηλής οξύτητας ή αλκαλικότητας των ουσιών (2)(3) και αποτελέσματα 
έγκυρων και αποδεκτών δοκιμών ΐη νΐίνο ή βχ νίνο (4Χ5)(5&). Η ανωτέρω ανάλυση αναμένεται να περιορίσει 
την ανάγκη διεξαγωγής δοκιμών ΐη νίνο για διαβρωτική/ερεθιστική επίδραση στο δέρμα, ουσιών για τις οποίες 
υπάρχουν ήδη επαρκή αποδεικτικά στοιχεία, προερχόμενα από άλλες μελέτες, όσον αφορά τα συγκεκριμένα 
δύο τελικά σημεία. 

Σε παράρτημα της παρούσας μεθόδου παρατίθεται η προτιμώμενη στρατηγική διαδοχικών δοκιμών 
(ακολουθιακός έλεγχος), που περιλαμβάνει τη διεξαγωγή έγκυρων και αποδεκτών δοκιμών 
διάβρωσης/ερεθισμού ΐη νΐίΓΟ ή βχ νίνο. Η στρατηγική αυτή διαμορφώθηκε σε ημερίδα του ΟΟΣΑ, προτάθηκε 
ομόφωνα από τους συνέδρους (6) και εγκρίθηκε ως συνιστώ μενη στρατηγική δοκιμών στο Παγκόσμιο 
Εναρμονισμένο Σύστημα Ταξινόμησης Χημικών Ουσιών (01ού3ΐ1γ Ηεπποηίδοά 8γδΐ6ηι ίοτ ΐΐιβ ΟΙαδδϊΓιοείϊοη 
οί Ούθΐηΐοίΐΐ 8 ιι όδίαηε βδ/ΟΗ 8) (7). Συνιστάται η εφαρμογή της εν λόγω στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών πριν 
από τη διεξαγωγή δοκιμών ΐη νίνο. Προκειμένου για νέες ουσίες, αποτελεί τη συνιστώ μενη κλιμακωτή 
προσέγγιση για τη συλλογή επιστημονικά)ς ορθών στοιχείων σχετικά με τη διαβρωτική/ερεθιστική δράση των 
ουσιών. Στην περίπτωση των υφισταμένων ουσιών, για τις οποίες δεν υπάρχουν επαρκή στοιχεία όσον αφορά 
τη δερματική διάβρωση/ερεθισμό, η στρατηγική θα πρέπει να χρησιμοποιείται για να συμπληρωθούν τα κενά 
στα δεδομένα. Η εφαρμογή διαφορετικής στρατηγικής ή διαδικασίας δοκιμών ή τυχόν απόφαση να μην 
εφαρμοστεί κλιμακωτή προσέγγιση δοκιμών θα πρέπει να αιτιολογείται. 

Εάν ο διαβρωτικός ή ερεθιστικός χαρακτήρας δεν είναι δυνατόν να προσδιοριστεί με ανάλυση βάρους της 
μαρτυρίας σύμφωνα με τη στρατηγική διαδοχικών δοκιμών, τότε θα πρέπει να εξετάζεται το ενδεχόμενο 
διεξαγωγής δοκιμής ΐη νίνο (βλ. παράρτημα). 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Δερματικός ερεθισμός: είναι η πρόκληση αναστρέψιμων βλαβών του δέρματος μετά την εφαρμογή της 
ελεγχόμενης ουσίας για χρονικό διάστημα έως 4 ωρών. 

Δερματική διάβρωση: είναι η πρόκληση μη αναστρέψιμης βλάβης του δέρματος, συγκεκριμένα εμφανούς 
νεκρώσεως που διαπερνά την επιδερμίδα φθάνοντας στο χόριο, μετά την εφαρμογή της ελεγχόμενης ουσίας για 
χρονικό διάστημα έως 4 ωρών. Τυπικές διαβρωτικές αντιδράσεις είναι τα έλκη, η αιμορραγία, οι εσχάρες 
αίματος και, στο τέλος της παρατήρησης μετά παρέλευση 14 ημερών, ο αποχρωματισμός λόγω λευκοδερ μίας, 
επιφάνειες με τελεία αλωπεκία και ουλές. Για την αξιολόγηση αμφίβολων βλαβών, θα πρέπει να μελετάται το 
ενδεχόμενο ιστοπαθολογικής εξέτασης. 
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1.4 

1.4.1 

1.4.1.1 

1 . 4 . 1.2 


1.4.1.3 


1.4.2 
1.4.2.1 


ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

Μία δόση της ελεγχόμενης ουσίας εφαρμόζεται εφάπαξ στο δέρμα ενός πειραματόζωου, ενώ το υπόλοιπο 
δέρμα του, που δεν έχει υποβληθεί σε αγωγή, χρησιμεύει ως μάρτυρας. Σε προκαθορισμένα χρονικά 
διαστήματα, παρατηρείται η έκταση του ερεθισμού/της διάβρωσης, βαθμολογείται και περιγράφεται 
λεπτομερώς με σκοπό την πλήρη αξιολόγηση των επιδράσεων. Η διάρκεια της μελέτης θα πρέπει να είναι 
επαρκής για να εκτιμηθεί αν οι παρατηρούμενες επιδράσεις είναι αναστρέψιμες ή μη. 

Τα ζώα που εμφανίζουν διαρκή σημεία έντονης δυσφορίας σε οποιοδήποτε στάδιο της δοκιμής_ή/και πόνου θα 
πρέπει να θανατώνονται με ευθανασία, οπότε η ουσία αξιολογείται ανάλογα. Κριτήρια για τη λήψη απόφασης 
σχετικά με την ευθανασία ετοιμοθάνατων ή βαρέως πασχόντων ζώων παρέχονται στη δημοσίευση (8). 

ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 
Προετοιμασία της δοκιμής ίη νΐνο 

Επιλογή είδους ζώων 

Το προτιμώμενο πειραματόζωο είναι το αλφικό κουνέλι και χρησιμοποιούνται υγιή νεαρά ενήλικα κουνέλια. Η 
χρήση άλλων ειδών ζώων θα πρέπει να αιτιολογείται. 

Προετοιμασία των ζώων 

Ένα 24ωρο περίπου πριν από τη δοκιμή, πρέπει να αφαιρείται με κουρά το τρίχωμα από τη ραχιαία επιφάνεια 
του κορμού των ζώων. Η κουρά πρέπει να εκτελείται με προσοχή για να αποφεύγεται η απόξεση του δέρματος. 
Πρέπει να χρησιμοποιούνται μόνο ζώα με υγιές, ανέπαφο δέρμα. 

Μερικές φυλές κουνελιών έχουν νησίδες πυκνού τριχώματος, που είναι πιο ανεπτυγμένες ορισμένες εποχές του 
έτους. Θι ελεγχόμενες ουσίες δεν θα πρέπει να εφαρμόζονται σε αυτές τις επιφάνειες πυκνού τριχώματος. 

Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Τα ζώα πρέπει να στεγάζονται χωριστά. Για τα κουνέλια, η θερμοκρασία του θαλάμου πειραματοζώων πρέπει 
να είναι 20°Ο (±3°0). Αν και η σχετική υγρασία πρέπει να είναι τουλάχιστον 30% και, κατά προτίμηση, να μην 
υπερβαίνει το 70%, εκτός από τις περιόδους καθαρισμού του θαλάμου, εν τούτοις ο στόχος θα πρέπει να είναι 
μια τιμή 50-60%. Θ φωτισμός πρέπει να είναι τεχνητός, με εναλλαγή φωτός-σκότους ανά 12ωρο. Για τη 
διατροφή των ζώων μπορούν να χρησιμοποιούνται τα συνήθη εργαστηριακά σιτηρέσια, με απεριόριστη παροχή 
πόσιμου νερού. 

Διαδικασία δοκιμής 

Εφαρμογή της ελεγχόμενης ουσίας 

Η ελεγχόμενη ουσία θα πρέπει να εφαρμόζεται σε μια μικρή επιφάνεια του δέρματος (περίπου 6 οηι 2 ) και να 
καλύπτεται με ένα κομμάτι γάζας, το οποίο συγκρατείται στη θέση του με μη ερεθιστική ταινία. Σε περίπτωση 
όπου η απευθείας εφαρμογή δεν είναι εφικτή (π.χ. υγρά ή ορισμένες αλοιφές), θα πρέπει να τοποθετείται πρώτα 
η ελεγχόμενη ουσία στη γάζα και κατόπιν το σύνολο στο δέρμα. Το επίθεμα θα πρέπει να διατηρείται χαλαρά 
σε επαφή με το δέρμα με τη βοήθεια κατάλληλου ημιπερατού επιδέσμου σε όλη τη διάρκεια της περιόδου 
έκθεσης. Όταν η ελεγχόμενη ουσία τοποθετείται στη γάζα, το επίθεμα θα πρέπει να στερεώνεται στο δέρμα 
κατά τρόπον ώστε να εξασφαλίζεται καλή επαφή και ομοιόμορφη κατανομή της ουσίας στο δέρμα. Το ζώο θα 
πρέπει να μην μπορεί να φθάσει το επίθεμα, ώστε να μην υπάρχει κίνδυνος να καταπιεί/εισπνεύσει την 
ελεγχόμενη ουσία. 

Οι υγρές ελεγχόμενες ουσίες χρησιμοποιούνται κατά κανόνα χωρίς να αραιωθούν. Όταν ελέγχονται στερεές 
ουσίες (που μπορούν να λειοτριβούνται, εάν κρίνεται αναγκαίο), θα πρέπει να υγραίνονται με την ελάχιστη 
ποσότητα νερού (ή, εάν είναι απαραίτητο, άλλου κατάλληλου φορέα) που εξασφαλίζει καλή επαφή με το 
δέρμα. Εφόσον χρησιμοποιείται άλλος φορέας πλην του νερού, η τυχόν επίδρασή του στο ερεθισμό του 
δέρματος από την ελεγχόμενη ουσία πρέπει να είναι αμελητέα. 

Στο τέλος της περιόδου έκθεσης, που συνήθως διαρκεί τέσσερις ώρες, τα υπολείμματα της ελεγχόμενης ουσίας 
θα πρέπει να απομακρύνονται, εφόσον αυτό είναι πρακτικά εφικτό, με νερό ή κατάλληλο διαλύτη, χωρίς να 
αλλοιώνεται η υφιστάμενη απόκριση ούτε η ακεραιότητα της επιδερμίδας. 
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1.4.2.2 Επίπεδα δόσεων 

Στο σημείο δοκιμής εφαρμόζονται εφάπαξ 0,5 ηιΐ υγρού ή 0,5 § στερεού ή αλοιφής. 

1.4.2.3 Αρχική δοκιμή (Δοκιμή δερματικού ερεθισμού/διάβρωσης ΐη νϊνο σε ένα ζώο) 

Συνιστάται θερμά να διεξάγεται η δοκιμή ΐη νΐνο πρώτα σε ένα μόνο ζώο, ιδίως όταν υπάρχουν υπόνοιες ότι η 
ουσία έχει διαβρωτικές ιδιότητες, σύμφωνα και με τη στρατηγική διαδοχικών δοκιμών (βλ. παράρτημα 1). 

Όταν κρίνεται, με βάση ανάλυση βάρους της μαρτυρίας, ότι μια ουσία είναι διαβρωτική, δεν χρειάζονται 
περαιτέρω δοκιμές σε ζώα. Οι περισσότερες από τις ουσίες για τις οποίες υπάρχουν υπόνοιες ότι είναι 
διαβρωτικές δεν χρειάζεται κατά κανόνα να υποβάλλονται σε περαιτέρω δοκιμές ΐη νΐνο. Ωστόσο, σε 
περίπτωση όπου θεωρείται σκόπιμο να συγκεντρωθούν συμπληρωματικά δεδομένα, επειδή τα υπάρχοντα είναι 
ανεπαρκή, μπορούν να διεξάγονται περιορισμένης έκτασης δοκιμές σε ζώα με την ακόλουθη προσέγγιση: Στο 
ζώο εφαρμόζονται διαδοχικά τρία επιθέματα κατ’ ανώτατο όριο. Το πρώτο αφαιρείται μετά από τρία λεπτά. 
Εάν δεν παρατηρηθεί καμία σοβαρή δερματική αντίδραση, εφαρμόζεται δεύτερο επίθεμα, το οποίο αφαιρείται 
μετά από μία ώρα. Εάν οι παρατηρήσεις στο στάδιο αυτό υποδεικνύουν ότι η έκθεση του ζώου μπορεί να 
παραταθεί ανώδυνα για τέσσερις ώρες, εφαρμόζεται τρίτο επίθεμα, το οποίο αφαιρείται μετά από τέσσερις 
ώρες, και διαβαθμίζεται η απόκριση. 

Εάν μετά οποιοδήποτε από τα τρία διαδοχικά στάδια έκθεσης παρατηρηθεί διαβρωτική επίδραση, η δοκιμή 
τερματίζεται αμέσως. Εάν δεν παρατηρηθεί διαβρωτική επίδραση μετά την αφαίρεση του τελευταίου 
επιθέματος, το ζώο παραμένει υπό παρατήρηση για 14 ημέρες, εκτός εάν εκδηλωθεί διάβρωση νωρίτερα. 

Στις περιπτώσεις όπου η ελεγχόμενη ουσία δεν αναμένεται να προκαλέσει διάβρωση, αλλά ενδέχεται να είναι 
ερεθιστική, θα πρέπει να εφαρμόζεται ένα μόνο επίθεμα σε ένα ζώο για 4 ώρες. 

1.4.2.4 Επιβεβαιωτική δοκιμή (δοκιμή δερματικού ερεθισμού ΐη νΐνο σε επιπλέον ζώα) 

Εάν δεν έχει παρατηρηθεί διαβρωτική επίδραση κατά την αρχική δοκιμή, η ερεθιστική ή αρνητική απόκριση θα 
πρέπει να επιβεβαιώνεται με χρήση έως δύο επιπλέον ζώων, στο καθένα από τα οποία εφαρμόζεται ένα επίθεμα 
για περίοδο έκθεσης 4 ωρών. Εάν κατά την αρχική δοκιμή έχει παρατηρηθεί ερεθιστική επίδραση, η 
επιβεβαιωτική δοκιμή μπορεί να διεξαχθεί με διαδοχική ή ταυτόχρονη έκθεση των δύο επιπλέον ζώων. Στην 
εξαιρετική περίπτωση όπου δεν έχει διεξαχθεί η αρχική δοκιμή, είναι δυνατόν να υποβληθούν σε αγωγή δύο ή 
τρία ζώα με ένα μόνον επίθεμα, το οποίο αφαιρείται μετά από 4 ώρες. Όταν χρησιμοποιούνται δύο ζώα και 
εμφανίζουν και τα δύο την ίδια απόκριση, δεν χρειάζονται άλλες δοκιμές. Στην αντίθετη περίπτωση, 
υ7ΐοβάλλεται στη δοκιμή και το τρίτο ζώο. Για την αξιολόγηση αμφίβολων αποκρίσεων ενδέχεται να 
απαιτηθούν περισσότερα ζώα. 

1.4.2.5 Περίοδος παρατήρησης 

Η διάρκεια της περιόδου παρατήρησης θα πρέπει να είναι επαρκής για να εκτιμηθεί πλήρως κατά πόσον οι 
7ΐαρατηρούμενες επιδράσεις είναι αναστρέψιμες. Παρόλα αυτά, το πείραμα θα πρέτιει να τερματίζεται αμέσως 
μόλις το ζώο εμφανίσει διαρκή σημεία ισχυρού πόνου ή δυσφορίας. Για να κριθεί αν οι επιδράσεις είναι 
αναστρέψιμες, τα ζώα θα πρέ7ΐει να παρατηρούνται για χρονικό διάστημα έως 14 ημερών μετά την αφαίρεση 
των ε7αθεμάτων. Εάν διαπιστωθεί ότι είναι αναστρέψιμες πριν παρέλθουν 14 ημέρες, το πείραμα θα πρέπει να 
τερματίζεται τη συγκεκριμένη στιγμή. 
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1.4.2.6 Κλινικές παρατηρήσεις και διαβάθμιση των δερματικών αντιδράσεων 

Όλα τα ζώα θα πρέπει να εξετάζονται για σημεία ερυθήματος και οιδήματος και η οι αποκρίσεις να 
διαβαθμίζονται_σε 60 λεπτά και, κατόπιν, σε 24, 48 και 72 ώρες από την αφαίρεση του επιθέματος. Κατά την 
αρχική δοκιμή σε ένα ζώο, εξετάζεται επίσης το σημείο εφαρμογής του επιθέματος αμέσως μετά την αφαίρεσή 
του. Οι δερματικές αντιδράσεις βαθμολογούνται και καταγράφονται σύμφωνα με το σύστημα του παρακάτω 
πίνακα. Εάν σε 72 ώρες παρατηρηθεί βλάβη του δέρματος που δεν είναι δυνατόν να χαρακτηριστεί ερεθισμός ή 
διάβρωση, μπορεί να χρειάζεται να συνεχιστεί η παρατήρηση μέχρι τη 14 η ημέρα για να κριθεί αν οι επιδράσεις 
είναι αναστρέψιμες. Εκτός από την παρατήρηση του ερεθισμού, θα πρέπει να περιγράφονται πλήρως και να 
καταγράφονται όλες οι τοπικές τοξικές επιδράσεις, λόγου χάριν απολίπανση του δέρματος, και οι τυχόν 
συστημικές δυσμενείς επιδράσεις (π.χ., στα κλινικά συμπτώματα τοξικότητας και στο βάρος του σώματος). Για 
τη διασαφήνιση αμφίβολων αποκρίσεων, θα πρέπει να μελετάται το ενδεχόμενο ιστοπαθολογικής εξέτασης. 

II διαβάθμιση των δερματικών αποκρίσεων είναι κατ’ ανάγκην υποκειμενική. Για να διευκολυνθεί η 
εναρμονισμένη διαβάθμιση των δερματικών αποκρίσεων και να βοηθηθούν, αφενός τα εργαστήρια δοκιμών 
και, αφετέρου, το προσωπικό που εκτελεί και ερμηνεύει τις παρατηρήσεις, απαιτείται κατάλληλη εκπαίδευση 
του εν λόγω προσωπικού στο χρησιμοποιούμενο σύστημα βαθμολόγησης (βλ. πίνακα παρακάτω). Χρήσιμος 
είναι επίσης ένας εικονογραφημένος οδηγός ιεράρχησης του ερεθισμού και άλλων βλαβών του δέρματος (9). 

2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Τα αποτελέσματα της μελέτης θα πρέπει να συνοψίζονται σε πίνακα της τελικής έκθεσης δοκιμής και να 
καλύπτουν όλα τα στοιχεία που απαριθμούνται στην παράγραφο 3.1. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Η βαθμολογία του δερματικού ερεθισμού θα πρέπει να αξιολογείται σε συνδυασμό με το είδος και τη 
σοβαρότητα των βλαβών, καθώς και με το κατά πόσον αυτές είναι αναστρέψιμες. Οι επιμέρους βαθμοί δεν 
αντιπροσωπεύουν ένα απόλυτο πρότυπο για τις ερεθιστικές ιδιότητες ενός υλικού, δεδομένου ότι 
αξιολογούνται και άλλες επιδράσεις των ελεγχόμενων ουσιών. Αντίθετα, θα πρέπει να θεωρούνται ως τιμές 
αναφοράς, οι οποίες πρέπει να συνεκτιμώνται με όλες τις υπόλοιπες παρατηρήσεις της μελέτης. 

Κατά την αξιολόγηση των ερεθιστικών αποκρίσεων, θα πρέπει να εξετάζεται αν οι βλάβες του δέρματος είναι 
αναστρέψιμες. Εφόσον αποκρίσεις όπως αλωπεκία (περιορισμένη επιφάνεια), υπερκεράτωση, υπερπλασία και 
απολέπιση επιμένουν μέχρι το τέλος της 14ήμερης περιόδου παρατήρησης, η ελεγχόμενη ουσία θα πρέπει να 
θεωρείται ερεθιστική. 
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3. ΕΚΘΕΣΗ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλουθα στοιχεία: 

Αιτιολόγηση της διεξαγωγής δοκιμής ϊη νινο: ανάλυση βάρους της μαρτυρίας των δεδομένων που προϋπήρχαν, 
συμπεριλαμβανομένων των αποτελεσμάτων της στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών: 

— περιγραφή των σχετικών δεδομένων που έχουν προκόψει από προηγούμενες δοκιμές* 

— δεδομένα που προέκυψαν σε κάθε στάδιο της στρατηγικής δοκιμών 

— περιγραφή των δοκιμών ίη νίΐνο που πραγματοποιήθηκαν, με λεπτομέρειες για τις 
διαδικασίες και τα αποτελέσματα που ελήφθησαν με τις ουσίες ελέγχου/αναφοράς· 

— ανάλυση βάρους της μαρτυρίας προκειμένου να διεξαχθεί μελέτη ΐη νινο. 

Ελεγχόμενη ουσία: 

— στοιχεία ταυτότητας (π.χ. αριθ. ΟΑ8, πηγή, καθαρότητα, γνωστές ξένες προσμίξεις, 
αριθμός παρτίδας)* 

— φυσική κατάσταση και φυσικοχημικές ιδιότητες (π.χ. ρΗ, πτητικότητα, διαλυτότητα, 
σταθερότητα)· 

— προκειμένου για μίγματα, σύνθεση και εκατοστιαία αναλογία των συστατικών. 


Φορέας: 


— στοιχεία ταυτότητας, συγκέντρωση (κατά περίπτωση), όγκος που χρησιμοποιήθηκε* 

— αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα. 

Πειραματόζωα δοκιμής: 

— είδος/φυλή που χρησιμοποιήθηκε, αιτιολόγηση της χρήσης άλλων ζώων αντί αλφικών 
κουνελιών* 

— αριθμός ζώων κάθε φύλου* 

— βάρος κάθε ζώου στην αρχή και στο τέλος της δοκιμής* 

— ηλικία κατά την έναρξη της μελέτης* 

— προέλευση των ζώων, συνθήκες στέγασης, σιτηρέσιο κλπ.. 

Συνθήκες δοκιμής: 

— τεχνική προετοιμασίας του σημείου εφαρμογής των επιθεμάτων 

— λεπτομέρειες για τα υλικά των επιθεμάτων και την τεχνική εφαρμογής τους* 

— λεπτομέρειες για την παρασκευή, την εφαρμογή και την απομάκρυνση της ελεγχόμενης 
ουσίας. 

Αποτελέσματα: 

— καταχώρηση σε πίνακα των βαθμών ερεθιστικής/διαβρωτικής απόκρισης για κάθε ζώο σε 
κάθε χρονική στιγμή μέτρησης* 

— περιγραφή όλων των βλαβών που παρατηρήθηκαν 

— αναλυτική περιγραφή του είδους και της έκτασης του ερεθισμού ή της διάβρωσης που 
παρατηρήθηκε, καθώς και τυχόν παθολογοανατομιών ευρημάτων* 

— περιγραφή άλλων δυσμενών τοπικών επιδράσεων εκτός από δερματικό ερεθισμό ή 
διάβρωση (π.χ. απολίπανση του δέρματος) και τυχόν συστημικών επιδράσεων. 


Συζήτηση των αποτελεσμάτων 
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[Διατίθεται κατόπιν αιτήσεως από ττ| Γραμματεία του ΟΟΣΑ]. 


ΠΙΝΑΚΑΣ I: ΛΙΑΒΑΘΜΙΣΗ ΤΩΝ ΔΕΡΜΑΤΙΚΩΝ ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΩΝ 


Ερύθημα και σχηματισμός κσχάρας 


Κανένα ερύθημα. 0 

Πολύ ελαφρό ερύθημα (μόλις αντιληπτό). 1 

Περιγεγραμμένο ερύθημα. 2 

Μέτριο έως σοβαρό ερύθημα. 3 

Σοβαρό ερύθημα (ερυθρότητα βοείου κρέατος) έως σχηματισμός εσχάρας που εμποδίζει τη διαβάθμιση 

του ερυθήματος. 4 


Μέγιστος δυνατός βαθμός: 4 


Οίδημα 


Κανένα οίδημα . 0 

Πολύ ελαφρό οίδημα (μόλις αντιληπτό) . 1 

Ελαφρό οίδημα (περιγεγραμμένα χείλη με σαφή διόγκωση) . 2 

Μέτριο οίδημα (διόγκωση 1 ηιηι περίπου) . 3 

Σοβαρό οίδημα (διόγκωση άνω του 1 ιηπι εκτεινόμενη πέραν της επιφάνειας έκθεσης). 4 


Μέγιστος δυνατός βαθμός: 4 


Για τη διασαφήνιση αμφιβολίαν αποκρίσεων είναι δυνατόν να γίνει ιστοπαθολογική εξέταση. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 


Στρατηγική διαδοχικών δοκιμών (ακολουθιακός έλεγχος) για ερεθισμό και διάβρωση του δέρματος 


ΓΕΝΙΚΗ ΘΕΩΡΗΣΗ 

Προς όφελος τόσο της ποιότητας του επιστημονικού έργου, όσο και της πρόνοιας για τα ζώα, έχει μεγάλη σημασία να 
αποφεύγεται η περιττή χρήση πειραματοζώων και να ελαχιστοποιείται η διεξαγωγή δοκιμών που είναι πιθανόν να τους 
προκαλέσουν σοβαρές αντιδράσεις. Πριν αντιμετωπιστεί το ενδεχόμενο διεξαγωγής δοκιμών ίη νΐνο, θα πρέπει να 
αξιολογούνται όλα τα στοιχεία που αφορούν τις πιθανές διαβρωτικές/ερεθιστικές επιδράσεις των ουσιών στο δέρμα. 
Ενδέχεται να υπάρχουν ήδη μαρτυρίες που αρκούν για τη ταξινόμηση της ελεγχόμενης ουσίας από πλευράς διαβρωτικής ή 
ερεθιστικής για το δέρμα ικανότητας, χωρίς να χρειάζονται δοκιμές σε πειραματόζωα. Η εφαρμογή επομένως της ανάλυσης 
βάρους της μαρτυρίας και μιας στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών ελαχιστοποιεί την ανάγκη διεξαγωγής δοκιμών ίη νΐνο, ιδίως 
εάν πιθανολογείται ότι η ουσία προκαλεί σοβαρές αντιδράσεις. 

Συνιστάται η χρήση της ανάλυσης βάρους της μαρτυρίας για την αξιολόγηση των διαθέσιμων στοιχείων σχετικά με τη 
διάβρωση και τον ερεθισμό του δέρματος από την εκάστοτε ουσία, προκειμένσυ να κριθεί αν πρέπει να διεξαχθούν 
συμπληρωματικές μελέτες, πλην δερματικών μελετών ίη νΐνο, για να βοηθήσουν στο χαρακτηρισμό των συγκεκριμένων 
ιδιοτήτων. Εφόσον χρειάζονται περαιτέρω μελέτες, συνιστάται η εφαρμογή της στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών για τη 
συλλογή των σχετικών πειραματικών δεδομένων. Στην περίπτωση των ουσιών που δεν έχουν υποβληθεί σε δοκιμές στο 
παρελθόν, η στρατηγική διαδοχικών δοκιμών θα πρέπει να χρησιμοποιείται για τη συλλογή του συνόλου δεδομένων που 
απαιτεί η αξιολόγηση της διαβρωτικής/ερεθιστικής για το δέρμα ικανότητας των ουσιών. Η στρατηγική δοκιμών που 
περιγράφεται στο παρόν παράρτημα διαμορφώθηκε σε ημερίδα του ΟΟΣΑ (1) και, στη συνέχεια, επικυρώθηκε και 
διευρύνθηκε στο Εναρμονισμένο Ολοκληρωμένο Σύστημα Ταξινόμησης Κινδύνων για τις Επιδράσεις των Χημικών Ουσιών 
στην Υγεία του ανθρώπου και στο Περιβάλλον, το οποίο εγκρίθηκε από την 28η κοινή συνεδρίαση της επιτροπής χημικών 
προϊόντων και της ομάδας εργασίας για τα χημικά προϊόντα, το Νοέμβριο του 1998 (2). 

Η παρούσα στρατηγική διαδοχικών δοκιμών δεν αποτελεί αναπόσπαστο μέρος της μεθόδου δοκιμών Β.4, αλλά έκφραση της 
συνιστώμενης προσέγγισης για τον προσδιορισμό των ερεθιστικών/διαβρωτικών για το δέρμα χαρακτηριστικών. Η 
προσέγγιση αυτή αντιπροσωπεύει, αφενός την ορθή πρακτική και, αφετέρου, ένα δεοντολογικό σημείο αναφοράς για τη 
διεξαγωγή δοκιμών δερματικής διάβρωσης/ερεθισμού ίη νΐνο. Η μεθοδολογία δοκιμών παρέχει κατευθύνσεις για τη 
διεξαγωγή της δοκιμής ίη νΐνο και συγκεφαλαιώνει τους παράγοντες που θα πρέπει να εξετάζονται πριν αρχίσει μια τέτοια 
δοκιμή. Η στρατηγική παρέχει μια προσέγγιση για την αξιολόγηση των διαθέσιμων δεδομένων σχετικά με τις 
ερεθιστικές/διαβρωτικές για το δέρμα ιδιότητες των ελεγχόμενων ουσιών, καθώς και μια κλιμακωτή προσέγγιση για τη 
συλλογή των σχετικών δεδομένων στην περίπτωση των ουσιών για τις οποίες χρειάζονται συμπληρωματικές δοκιμές ή δεν 
έχουν διεξαχθεί δοκιμές. Η εν λόγω στρατηγική υποδεικνύει, επίσης, τη διεξαγωγή, σε συγκεκριμένες περιστάσεις, έγκυρων 
και αποδεκτών δοκιμών ίη νίΐΓΟ ή βχ νΐνο για διάβρωση/ερεθισμό του δέρματος. 


ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΣΤΡΑΤΗΓΙΚΗΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΤΙΣ ΔΟΚΙΜΕΣ 

Πριν από τη διεξαγωγή δοκιμών στο πλαίσιο της στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών (βλ. διάγραμμα), θα πρέπει να 
αξιολογούνται όλα τα διαθέσιμα στοιχεία, προκειμένου να κριθεί αν είναι αναγκαίο να διεξαχθούν δερματικές δοκιμές ίη νΐνο. 
Αν και είναι δυνατόν να προκόψουν σημαντικά στοιχεία από την αξιολόγηση μεμονωμένων παραμέτρων (π.χ. ακραίες 
τιμές ρΗ), θα πρέπει παρόλα αυτά να εξετάζεται το σύνολο των διαθέσιμων στοιχείων. Προκειμένου να ληφθεί απόφαση με 
βάση ανάλυση βάρους της μαρτυρίας, θα πρέπει να αξιολογούνται όλα τα σημαντικά δεδομένα που αφορούν τις επιδράσεις 
της εκάστοτε ουσίας ή των αναλογών της, και η απόφαση αυτή θα πρέπει να αιτιολογείται. Θα πρέπει να δίδεται έμφαση 
πρωτίστως στα διαθέσιμα δεδομένα για τις επιδράσεις των ουσιών στον άνθρωπο και στα ζώα και, κατόπιν, στα 
αποτελέσματα δοκιμών ίη νΐίτο ή βχνίνο. Θα πρέπει να αποφεύγονται, στο μέτρο του δυνατού, οι μελέτες διαβρωτικών 
ουσιών ίη νΐνο. Οι παράγοντες που λαμβάνονται υπόψη στη στρατηγική δοκιμών περιλαμβάνουν: 

Αξιολόγηση διαθέσιμων δεδομένων για τον άνθρωπο και τα ζώα (Στάδιο 1). Πρώτα θα πρέπει να εξετάζονται τα υφιστάμενα 
δεδομένα που αφορούν τον άνθρωπο, π.χ. από κλινικές μελέτες ή μελέτες επαγγελματικής έκθεσης και αναφορές 
περιστατικών, ή/και τα δεδομένα δοκιμών σε ζώα, π.χ. από μελέτες τοξικότητας με εφάπαξ ή επανειλημμένη δερματική 
έκθεση, επειδή αυτά παρέχουν πληροφορίες που αφορούν άμεσα τις δερματικές επιδράσεις. Οι ουσίες που είναι γνωστά 
ερεθιστικά ή διαβρωτικά, όπως και εκείνες για τις οποίες υπάρχουν σαφείς αποδείξεις απουσίας διαβρωτικής ή ερεθιστικής 
ικανότητας, δεν χρειάζεται να υποβάλλονται σε δοκιμές ίη νΐνο. 

Ανάλυση της σχέσης δομής-δραστικότητας (8ΑΚ) (Στάδιο 2). Εάν υπάρχουν αποτελέσματα δοκιμών στις οποίες έχουν 
υποβληθεί ουσίες με παρεμφερή χημική δομή, θα πρέπει να εξετάζονται. Εφόσον τα διαθέσιμα δεδομένα για την επίδραση 
στον άνθρωπο ή/και στα ζώα ουσιών με παρεμφερή χημική δομή ή μιγμάτων τέτοιων ουσιών αρκούν για να καταδειχθεί η 
διαβρωτική/ερεθιστική για το δέρμα ικανότητα των τελευταίων, μπορεί να υποτεθεί ότι η ελεγχόμενη ουσία προκαλεί την ίδια 
απόκριση. Στις περιπτώσεις αυτές, η ελεγχόμενη ουσία δεν χρειάζεται να υποβληθεί σε δοκιμή. Τα αρνητικά δεδομένα από 
μελέτες ουσιών με παρεμφερή χημική δομή ή μιγμάτων τέτοιων ουσιών δεν αποτελούν, βάσει της στρατηγικής διαδοχικών 
δοκιμών, επαρκή απόδειξη της απουσίας διαβρωτικής/ερεθιστικής ικανότητας μιας ουσίας. Για τον προσδιορισμό τόσο της 
διαβρωτικής όσο και της ερεθιστικής ικανότητας στο δέρμα θα πρέπει να χρησιμοποιούνται έγκυρες και αποδεκτές 
προσεγγίσεις 8ΑΚ.. 
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Φυσικοχημικές ιδιότητες και χημική δραστικότητα (Στάδιο 3). Οι ουσίες που εμφανίζουν ακραίες τιμές ρΗ, όπως <2.0 
και >11,5, είναι δυνατόν να έχουν ισχυρές τοπικές επιδράσεις.. Εάν το ακραίο ρΗ χρησιμοποιείται ως βάση για το 
χαρακτηρισμό μιας ουσίας ως διαβρωτικής για το δέρμα, τότε μπορεί να λαμβάνεται υπόψη η δεσμευμένη 
οξύτητα/αλκαλικότητα (ή ρυθμιστική ικανότητα) (3)(4). Εάν η ρυθμιστική ικανότητα υποδεικνύει ότι η ουσία μπορεί να μην 
είναι διαβρωτικό του δέρματος, η ένδειξη αυτή θα πρέπει να επιβεβαιώνεται με τη διεξαγωγή περαιτέρω δοκιμών, κατά 
προτίμηση έγκυρων και αποδεκτών δοκιμών ΐη νΐίκο ή βχ νΐνο (βλ. στάδια 5 και 6). 

Τοξικότητα μέσω του δέρματος (Στάδιο 4). Εάν μια χημική ουσία έχει αποδειχθεί πολύ τοξική από τη δερματική οδό, 
ενδέχεται να μην είναι πρακτικά εφικτό να διεξαχθεί μελέτη δερματικού ερεθισμού/διάβρωσης ΐη νΐνο, επειδή η συνήθως 
εφαρμοζόμενη ποσότητα ελεγχόμενης ουσίας μπορεί να υπερβαίνει την πολύ τοξική δόση, προκαλώντας το θάνατο ή μεγάλη 
ταλαιπωρία των ζώων. Επιπλέον, εάν έχουν ήδη διεξαχθεί μελέτες τοξικότητας μέσω του δέρματος σε αλφικά κουνέλια, με 
δόσεις που φθάνουν μέχρι το οριακό επίπεδο των 2000 ιιι§/Ε§ βάρους σώματος ή και μεγαλύτερες, και δεν έχει διαπιστωθεί 
ερεθισμός ούτε διάβρωση του δέρματος, μπορεί να μην χρειάζονται πρόσθετες δοκιμές δερματικού ερεθισμού/διάβρωσης. 
Κατά την αξιολόγηση των δεδομένων οξείας τοξικότητας μέσω του δέρματος που έχουν προκύψει από παλαιότερες μελέτες, 
θα πρέπει να λαμβάνονται υπόψη ορισμένες παράμετροι, όπως: τα στοιχεία για τις βλάβες του δέρματος που έχουν αναφερθεί 
μπορεί να είναι ελλιπή· οι δοκιμές και οι παρατηρήσεις μπορεί να αφορούν άλλα είδη και όχι κουνέλια, ενώ υπάρχουν 
ενδεχομένως μεγάλες διαφορές μεταξύ των ειδών ως προς την ευαισθησία της απόκρισης· επίσης, η μορφή με την οποία 
χορηγήθηκε η ουσία στα ζώα μπορεί να μην είναι κατάλληλη για τη εκτίμηση του ερεθισμού ή της διάβρωσης του δέρματος 
(π.χ. αραίωση των ουσιών στις δοκιμές τοξικότητας μέσω του δέρματος (5). Στις περιπτώσεις, όμως, που σχεδιάσθηκαν και 
διεξάχθησαν άρτια μελέτες τοξικότητας μέσω του δέρματος σε κουνέλια, τα αρνητικά ευρήματα μπορούν να θεωρηθούν 
επαρκής απόδειξη του ότι μια ουσία δεν είναι διαβρωτική ή ερεθιστική. 

Αποτελέσματα δοκιμών ΐη νΐίτο ή βχ νΐνο (Στάδια 5 και 6). Οι ουσίες που έχουν εμφανίσει διαβρωτικές ή ισχυρές ερεθιστικές 
ιδιότητες σε έγκυρες και αποδεκτές δοκιμές ΐη νΐίτο ή βχ νΐνο (6)(7), οι οποίες έχουν σχεδιασθεί για την αξιολόγηση των 
συγκεκριμένων επιδράσεων, δεν χρειάζεται να ελέγχονται με δοκιμές σε ζώα* τεκμαίρεται ότι οι εν λόγω ουσίες θα έχουν 
ανάλογες σοβαρές επιδράσεις και ΐη νΐνο. 

Δοκιμή ΐη νΐνο σε κουνέλια (Στάδια 7 και 8). Εφόσον, με βάση ανάλυση βάρους της μαρτυρίας, αποφασιστεί να διεξαχθούν 
δοκιμές ΐη νΐνο , το πρώτο βήμα πρέπει να είναι μια αρχική δοκιμή σε ένα ζώο. Εάν από τα αποτελέσματα αυτής της δοκιμής 
προκύψει ότι η ουσία είναι διαβρωτική για το δέρμα, δεν θα πρέπει να διεξαχθούν άλλες δοκιμές. Εάν κατά την αρχική δοκιμή 
δεν παρατηρηθεί διαβρωτική επίδραση, η ερεθιστική ή αρνητική απόκριση πρέπει να επιβεβαιωθεί με έκθεση δύο επιπλέον 
ζώων για χρονικό διάστημα τεσσάρων ωρών. Εάν κατά την αρχική δοκιμή έχει παρατηρηθεί ερεθιστική επίδραση, η 
επιβεβαιωτική δοκιμή μπορεί να διεξαχθεί είτε με διαδοχική είτε με ταυτόχρονη έκθεση των δύο επιπλέον ζώων. 
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 

ΣΤΡΑΤΗΓΙΚΗ ΔΟΚΙΜΩΝ ΚΑΙ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗΣ ΓΙΑ ΕΡΕΘΙΣΜΟ/ΔΙΑΒΡΩΣΗ ΤΟΥ ΔΕΡΜΑΤΟΣ 

Γ νιομάτευση 

Ακραίο τελικό σημείο· η 
ουσία χαρακτηρίζεται 
διαβρωτικό. Δεν χρειάζονται 
δοκιμές. 

Ακραίο τελικό σημείο· η 
ουσία χαρακτηρίζεται 
ερεθιστικό. Δεν χρειάζονται 
δοκιμές. 

Ακραίο τελικό σημείο· η 
ουσία χαρακτηρίζεται μη 
διαβρωτικό, μη ερεθιστικό. 
Δεν χρειάζονται δοκιμές. 


Η ουσία χαρακτηρίζεται 
διαβρωτικό. Δεν χρειάζονται 
δοκιμές. 

Η ουσία χαρακτηρίζεται 
ερεθιστικό. Δεν χρειάζονται 
δοκιμές. 


Κατά τεκμήριο, διαβρωτικό. 
Δεν χρειάζονται δοκιμές. 


Δεν χρειάζονται άλλες 
δοκιμές.. 

Κατά τεκμήριο, μη 
διαβρωτικό, μη ερεθιστικό. 
Δεν χρειάζονται άλλες 
δοκιμές. 

ι 

//εν υπάρχουν στοιχεία ή τα διαθέσιμα στοιχεία. <5εν 
είναι αδιαμφισβήτητα 

ϊ 

Διάβρωση 


Ερεθισμός Κατά τεκμήριο, ερεθιστικό 

ίη νΐνο. Δεν χρειάζονται 
άλλες δοκιμές. 


5 Διεξαγωγή έγκυρης και αποδεκτής δοκιμής 
ίη νίίνο ή βχ νΐνο για δερματική διάβρωση 

ι 

Η ουσία δεν είναι διαβρωτική 

_ι_ 

6 Διεξαγωγή έγκυρης και αποδεκτής δοκιμής 
ίη νίίι-ο ή βχ νΐνο για δερματικό ερεθισμό 


ι 


Κατά τεκμήριο, διαβρωτικό 
ίη νΐνο. Δεν χρειάζονται 
άλλες δοκιμές. 


Ευρήματα 

Διαβρωτικό 


Ερεθιστικό 


Μη διαβρωτικό μη ερεθιστικό 


ι 

Δεν υπάρχουν στοιχεία ή τα διαθέσιμα στοιχεία δεν 
είναι αδιαμβισβήτητα 

ι 

Πρόγνωση σοβαρής βλάβης του 
δέρματος 


Πρόγνωση δερματικού ερεθισμού 


ι 

Δεν είναι δυνατόν να γίνει πρόγνωση ή η πρόγνωση 
είναι αβέβαιη ή αρνητική 

ι 

ρΗ < 2 ή > 11,5 (με μεγάλη 
ρυθμιστική χωρητικότητα, εάν 
έχει σημασία) 

ι 

2<ρΗ < 11,5 ή ρΗ <2,0 ή >11,5 
με μικρή/μηδενική ρυθμιστική 
ικανότητα,, εάν έχει σημασία 

ι 

Υψηλή τοξικότητα 


Μη διαβρωτικό μη ερεθιστικό 
μετά από δοκιμή σε κουνέλια με 
οριακή δόση 2000 ιυ§/Ε§ βάρους 
σώματος ή μεγαλύτερη 


4 Αξιολόγηση δεδομένων συστημικής τοξικότητας 
από τη δερματική οδό ^ 


3 Μέτρηση του ρΗ (συνεκτίμηση της ρυθμιστικής 
ικανότητας, εάν έχει σημασία) 


2 Αξιολόγηση της σχέσης δομής-δραστικότητας 
(8ΑΚ.) για διάβρωση/ερεθισμό του δέρματος 


_ Δραστηριότητα _ 

1 Ύπαρξη δεδομένων για τον άνθρωπο ή/και τα 
ζώα, τα οποία δείχνουν επιδράσεις στο δέρμα ή 
στους βλεννογόνους 


0 ) 


Μπορεί να προηγηθεί των σταδίων 2 και 3. 
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Λεν υπάρχουν έγκυρες μέθοδοι δοκιμών ΐη νίΐτο ή 
οχ νΐνο για δερματικό ερεθισμό ή η ουσία δεν είναι 


II ουσία χαρακτηρίζεται 
διαβρωτικό. Δεν χρειάζονται 
άλλες δοκιμές. 


Η ουσία χαρακτηρίζεται 
διαβρωτικό ή ερεθιστικό. 
Δεν χρειάζονται άλλες 
δοκιμές. 

II ουσία χαρακτηρίζεται μη 
διαβρωτικό, μη ερεθιστικό. 
Δεν χρειάζονται άλλες 
δοκιμές. 


ερεθιστική 

4 - 


Διεξαγωγή αρχικής δοκιμής ΐη νΐνο σε κουνέλια 
με χρήση μόνον ενός ζώου 


Σοβαρή βλάβη του δέρματος 


Καμία σοβαρή βλάβη 

ι 

Διεξαγωγή επιβεβαιωτικής δοκιμής σε ένα ή δύο 
επιπλέον ζώα 


Διαβρωτικό ή ερεθιστικό 


Μη διαβρωτικό μη ερεθιστικό 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Ε 

Β. 5. ΟΞΕΙΑ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑ: ΕΡΕΘΙΣΜΟΣ/ΔΙΑΒΡΩΣΗ ΤΩΝ ΟΦΘΑΛΜΩΝ 


1. Η ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος είναι ισοδύναμη με την κατευθυντήρια γραμμή δοκιμών ΤΟ 405 (2002) του ΟΟΣΑ. 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Κατά την ανάπτυξη της παρούσας αναπροσαρμοσμένης μεθόδου, δόθηκε ιδιαίτερη προσοχή στις 
δυνατότητες βελτίωσης με την αξιολόγηση όλων των διαθέσιμων στοιχείων σχετικά με τις ελεγχόμενες 
ουσίες, ώστε να μην διεξάγονται περιττές δοκιμές σε πειραματόζωα και. κατ' επέκταση να υπάρξει 
ανταπόκριση στον προβληματισμό για τη καλή μεταχείριση των ζώων. Η μέθοδος περιλαμβάνει τη 
σύσταση να υποβάλλονται τα υφιστάμενα δεδομένα σε ανάλυση βάρους της μαρτυρίας (1), πριν από τη 
διεξαγωγή της περιγραφόμενης δοκιμής ίη νΐνο για οξείας μορφής διάβρωση/ερεθισμό των οφθαλμών. 
Εφόσον τα διαθέσιμα δεδομένα είναι ανεπαρκή, συνιστάται να συμπληρώνονται με την εφαρμογή 
ακολουθιακού ελέγχου (2)(3). Η συνιστώμενη στρατηγική δοκιμών περιλαμβάνει την εκτέλεση έγκυρων 
και αποδεκτών δοκιμασιών ίη χίίτο και παρατίθεται σε παράρτημα της μεθόδου δοκιμών. Επιπλέον, πριν 
εξεταστεί το ενδεχόμενο οφθαλμικής δοκιμής ίη νΐνο, συνιστάται η διεξαγωγή δοκιμής ίη νΐνο για 
διάβρωση/ερεθισμό του δέρματος με σκοπό την πρόγνωση της διάβρωσης των οφθαλμών. 

Προς όφελος τόσο της ορθότητας του επιστημονικού έργου, όσο και της πρόνοιας για τα ζώα, δεν θα 
πρέπει να διεξάγονται δοκιμές ίη νΐνο, πριν αξιολογηθούν, με ανάλυση βάρους της μαρτυρίας, όλα τα 
διαθέσιμα δεδομένα σχετικά με την πιθανή διαβρωτική/ερεθιστική επίδραση των ουσιών στους 
οφθαλμούς. Τα εν λόγω δεδομένα περιλαμβάνουν στοιχεία από προηγούμενες μελέτες στον άνθρωπο 
ή/και σε πειραματόζωα, στοιχεία που αποδεικνύουν ότι μία ή περισσότερες ουσίες με ανάλογη χημική 
δομή ή μίγματα τέτοιων ουσιών προκαλούν διάβρωση/ερεθισμό, δεδομένα υψηλής οξύτητας ή 
αλκαλικότητας των ουσιών (4)(5) και αποτελέσματα έγκυρων και αποδεκτών δοκιμόον ίηχίΐτο ή εν νΐνο 
για διάβρωση και ερεθισμό του δέρματος (6)(6α). Οι μελέτες αυτές είναι δυνατόν να έχουν διεξαχθεί πριν 
από την ανάλυση βάρους της μαρτυρίας ή ως απόρροιά της. 

Από την ανωτέρω ανάλυση ενδέχεται να προκύπτει ανάγκη μελετών ίη νΐνο της διαβρωτικής/ερεθιστικής 
για τους οφθαλμούς ικανότητας ορισμένων ουσιών. Στις περιπτώσεις αυτές, πριν εξεταστεί το ενδεχόμενο 
εφαρμογής της οφθαλμικής δοκιμής ίη νΐνο, θα πρέπει πρώτα να μελετώνται και να αξιολογούνται οι 
δερματικές επιδράσεις των ουσιών ίη νΐνο σύμφωνα με τη μέθοδο δοκιμών Β.4 (7). Η εφαρμογή της 
ανάλυσης βάρους της μαρτυρίας, καθώς και της στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών αναμένεται να 
περιορίσει την ανάγ'κη διεξαγωγής δοκιμών ίη νΐνο για διαβρωτική/ερεθιστική επίδραση στους οφθαλμούς, 
ουσιών για τις οποίες υπάρχουν ήδη επαρκή αποδεικτικά στοιχεία, προερχόμενα από άλλες μελέτες. Εάν η 
διαβρωτική/ερεθιστική γι α τους οφθαλμούς ικανότητα δεν είναι δυνατόν να προσδιοριστεί με τη 
στρατηγική διαδοχικών δοκιμών, ακόμη και μετά τη μελέτη της διάβρωσης και του ερεθισμού του 
δέρματος ίη νΐνο, τότε μπορεί να διεξάγεται δοκιμή ίη νΐνο για διάβρωση/ερεθισμό των οφθαλμών. 

Σε παραρτημα της παρούσας μεθόδου παρατίθεται η προτιμώμενη στρατηγική διαδοχικών δοκιμών 
(ακολουθιακός έλεγχος), που περιλαμβάνει τη διεξαγωγή έγκυρων και αποδεκτών δοκιμών 
διάβρωσης/ερεθισμού ίη νίίτο ή ζχ νΐνο. Η στρατηγική αυτί) διαμορφώθηκε σε ημερίδα του ΟΟΣΑ, 
προτάθηκε ομόφωνα από τους συνέδρους (8) και εγκρίθηκε ως συνιστώμενη στρατηγική δοκιμών στο 
Παγκόσμιο Εναρμονισμένο Σύστημα Ταξινόμησης Χημικών Ουσιών (ΌΙοΙιαΙΙν IΙιιπιιοηωοά ύνκίοηι Ιότ 
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ΐΗ© 01α58Ϊίιοαΐίοη οΓ ΟΗβηιίοαΙ διιΕδίαηοβδ/ΟΗδ) (9). Συνιστάται η εφαρμογή της εν λόγω στρατηγικής 
διαδοχικών δοκιμών πριν από τη διεξαγωγή δοκιμών ϊη νΐνο. Προκειμένου για νέες ουσίες, αποτελεί τη 
συνιστώμενη κλιμακωτή προσέγγιση για τη συλλογή επιστημονικώς ορθών στοιχείων σχετικά με τη 
διαβρωτική/ερεθιστική δράση των ουσιών. Στην περίπτωση των υφισταμένων ουσιών, για τις οποίες δεν 
υπάρχουν επαρκή στοιχεία όσον αφορά τη δερματική και οφθαλμική διάβρωση/ερεθισμό, η στρατηγική θα 
πρέπει να χρησιμοποιείται για να συμπληρωθούν τα κενά στα δεδομένα. Η εφαρμογή διαφορετικής 
στρατηγικής ή διαδικασίας δοκιμών ή τυχόν απόφαση να μην εφαρμοστεί κλιμακωτή προσέγγιση δοκιμών 
θα πρέπει να αιτιολογείται. 


1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Ερεθισμός των οφθαλμών: είναι η πρόκληση αλλοιώσεων του οφθαλμού, οι οποίες εμφανίζονται μετά 
την εφαρμογή της ελεγχόμενης ουσίας στην εμπρόσθια επιφάνειά του και είναι πλήρως αναστρέψιμες 
εντός 21 ημερών από την εφαρμογή της ουσίας. 

Διάβρωση των οφθαλμών: είναι η βλάβη ιστών του οφθαλμού ή σοβαρή μείωση της όρασης, η οποία 
εμφανίζεται μετά την εφαρμογή της ελεγχόμενης ουσίας στην εμπρόσθια επιφάνεια του οφθαλμού και δεν 
είναι πλήρως αναστρέψιμη εντός 21 ημερών από την εφαρμογή της ουσίας. 

1.3 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

Μία δόση της ελεγχόμενης ουσίας εφαρμόζεται εφάπαξ σε έναν από τους οφθαλμούς του πειραματόζωου, 
ενώ ο οφθαλμός που δεν έχει υποβληθεί σε αγωγή χρησιμεύει ως μάρτυρας. Σε προκαθορισμένα χρονικά 
διαστήματα, αξιολογείται η έκταση του ερεθισμού /της διάβρωσης του οφθαλμού με βαθμολόγηση τω 
αλλοιώσεων του επιπεφυκότα, του κερατοειδούς και της ίριδας. Περιγράφονται επίσης τυχόν άλλες 
επιδράσεις στους οφθαλμούς και συστημικές δυσμενείς επιδράσεις με σκοπό την πλήρη αξιολόγηση των 
επιδράσεων. Η διάρκεια της μελέτης θα πρέπει να είναι επαρκής για να εκτιμηθεί αν οι επιδράσεις είναι 
αναστρέψιμες ή μη. 

Τα ζώα που εμφανίζουν διαρκή σημεία έντονης δυσφορίας ή/και πόνου σε οποιοδήποτε στάδιο της 
δοκιμής θα πρέπει να θανατώνονται με ευθανασία, οπότε η ουσία αξιολογείται ανάλογα. Κριτήρια για τη 
λήψη απόφασης σχετικά με την ευθανασία ετοιμοθάνατων ή βαρέως πασχόντων ζώων παρέχονται στη 
δημοσίευση (10). 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

1.4.1 Προετοιμασία της δοκιμής ΐη νΐνο 

1.4.1.1 Επιλογή είδους ζώων 

Το προτιμώμενο πειραματόζωο είναι το αλφικό κουνέλι και χρησιμοποιούνται υγιή νεαρά ενήλικα ζώα. Η 
χρήση άλλων φυλών ή ειδών θα πρέπει να αιτιολογείται. 

1.4.1.2 Προετοιμασία των ζώων 

Κάθε πειραματόζωο που επιλέγεται προσωρινά για τη δοκιμή θα πρέπει, εντός των 24 ωρών που 
προηγούνται της έναρξής της, να υποβάλλεται σε οφθαλμολογική εξέταση και των δύο οφθαλμών. Δεν θα 
πρέπει να χρησιμοποιούνται ζώα που εμφανίζουν ερεθισμένους οφθαλμούς, ανωμαλίες της όρασης ή 
πρσϋπάρχουσες κακώσεις του κερατοειδούς. 

1.4.1.3 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Τα ζώα πρέπει να στεγάζονται χωριστά. Για τα κουνέλια, η θερμοκρασία του θαλάμου πειραματοζώων 
πρέπει να είναι 2Θ°0 (±3°0). Αν και η σχετική υγρασία πρέπει να είναι τουλάχιστον 30% και, κατά 
προτίμηση, να μην υπερβαίνει το 70%, εκτός από τις περιόδους καθαρισμού του Θαλάμου, εν τούτοις ο 
στόχος θα πρέπει να είναι μια τιμή 50-60%. Ο φωτισμός πρέπει να είναι τεχνητός, με εναλλαγή φωτός- 
σκότους ανά 12ωρο. Για τη διατροφή των ζώων μπορούν να χρησιμοποιούνται τα συνήθη εργαστηριακά 
σιτηρέσια, με απεριόριστη παροχή πόσιμου νερού. 

1.4.2 Διαδικασία δοκιμής 

1.4.2.1 Εφαρμογή της ελεγχόμενης ουσίας 

Η ελεγχόμενη ουσία πρέπει να τοποθετείται στο θόλο του επιπεφυκότα του ενός οφθαλμού κάθε ζώου, 
αφού τραβηχτεί, με απαλές κινήσεις, το κάτω βλέφαρο από το βολβό. Στη συνέχεια, με απαλές κινήσεις, 
τα βλέφαρα διατηρούνται κλειστά για ένα περίπου δευτερόλεπτο, για να αποφευχθεί η απώλεια υλικού. Ο 
άλλος οφθαλμός, που δεν υποβάλλεται σε αγωγή, χρησιμεύει ως μάρτυρας. 

1.4.2.2 Διαβροχή 

Οι οφθαλμοί των πειραματόζωων δεν πρέπει να εκπλύνονται για 24 ώρες τουλάχιστον μετά την ενστάλαξη 
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της ελεγχόμενης ουσίας, εκτός εάν αυτή είναι στερεά (βλ. παράγραφο 1.4.2.3.2), όπως και εάν 
εκδηλωθούν αμέσως διαβρωτικές ή ερεθιστικές επιδράσεις. Σε 24 ώρες μπορεί να γίνει έκπλυση, εάν 
θεωρηθεί απαραίτητο. 

Δεν συνιστάται η χρήση δορυφορικής ομάδας ζώων για τη διερεύνηση της επίδρασης της έκπλυσης, εκτός 
εάν το επιβάλλουν επιστημονικοί λόγοι. Στις περιπτώσεις όπου απαιτείται δορυφορική ομάδα, θα πρέπει 
να χρησιμοποιούνται δύο κουνέλια και να τεκμηριώνονται επιμελώς οι συνθήκες έκπλυσης, π.χ. χρόνος 
έκπλυσης, σύνθεση και θερμοκρασία του διαλύματος, διάρκεια, όγκος και ταχύτητα εφαρμογής. 


1.4.2.3 Επίπεδα δόσεων 

1.4.2.3.1 Δοκιμή υγρών 

Για τη δοκιμή υγρών χρησιμοποιείται μία δόση 0,1 ιιιΐ. Τα εκνεφώματα (σπρέι) δεν θα πρέπει να 
ενσταλάζονται απευθείας από τον ψεκαστήρα στον οφθαλμό. Το υγρό θα πρέπει να εκβάλλεται από τον 
περιέκτη, να συλλέγεται σε άλλο δοχείο και κατόπιν να λαμβάνονται 0,1 πιΐ για ενστάλαξη στον οφθαλμό. 

1.4.2.3.2 Δοκιμή στερεών 

Για τη δοκιμή στερεών, αλοιφών και κοκκωδών υλικών, η χρησιμοποιούμενη ποσότητα πρέπει να έχει 
όγκο 0,1 ιτιΐ ή βάρος που δεν υπερβαίνει τα 100 ιη§. Το ελεγχόμενο υλικό πρέπει να λειοτριβείται σε λεπτή 
σκόνη. Ο όγκος του στερεού υλικού πρέπει να μετράται μετά από ελαφρά συμπίεση, π.χ. με μικρά 
κτυπήματα στο δοχείο μέτρησης. Εάν η στερεά ελεγχόμενη ουσία δεν έχει απομακρυνθεί από τον οφθαλμό 
του πειραματοζώου, με τους φυσιολογικούς μηχανισμούς, κατά την πρώτο χρόνο παρατήρησης, που είναι 
μία ώρα μετά την αγωγή, ο οφθαλμός μπορεί να εκπλύνεται με φυσιολογικό ορό ή απεσταγμένο νερό. 

1.4.2.3.3 Δοκιμή αερολυμάτων 

Όλα τα εκνεφώματα και αερολύματα συνιστάται να συλλέγονται σε άλλο δοχείο πριν από την ενστάλαξη 
στον οφθαλμό, με μόνη εξαίρεση τις ουσίες που περιέχονται σε δοχεία υπό πίεση, οι οποίες δεν είναι 
δυνατόν να συλλεγούν επειδή εξατμίζονται. Στις περιπτώσεις αυτές, ο οφθαλμός θα πρέπει να κρατείται 
ανοικτός και η ουσία να χορηγείται με ένα μόνο ψεκασμό διάρκειας ενός δευτερολέπτου περίπου από 
απόσταση 10 ονα, ακριβώς απέναντι από τον οφθαλμό. Αυτή η απόσταση μπορεί να κυμαίνεται πράγμα 
που εξαρτάται από την πίεση του εκνεφώματος και από τα συστατικά του. Θα πρέπει να καταβάλλεται 
προσοχή ώστε ο οφθαλμός να μην υφίσταται βλάβη από την πίεση ψεκασμού. Σε ειδικές περιπτώσεις, 
ενδέχεται να είναι αναγκαία η εκτίμηση της πιθανότητας να προκληθεί "μηχανική" βλάβη στον οφθαλμό 
από τη δύναμη του αερολύματος. 

Η δόση του αερολύματος είναι δυνατόν να υπολογιστεί κατά προσέγγιση με την ακόλουθη προσομοίωση 
της δοκιμής: η ουσία ψεκάζεται μέσω οπής μεγέθους οφθαλμού κουνελιού επάνω σε χαρτί τοποθετημένο 
ακριβώς πίσω της. Η αύξηση του βάρους του χαρτιού παρέχει μια εκτίμηση της ποσότητας που θα 
ψεκαστεί στον οφθαλμό. Στην περίπτωση των πτητικών ουσιών, η δόση μπορεί να υπολογιστεί κατά 
προσέγγιση με ζύγιση του δοχείου που περιέχει το ελεγχόμενο υλικό πριν και μετά την αφαίρεσή του. 

1.4.2.4 Αρχική δοκιμή (Δοκιμή ερεθισμού/διάβρωσης των οφθαλμών τη νΐνο σε ένα ζώο) 

Όπως αναφέρεται στη στρατηγική διαδοχικών δοκιμών (βλ. παράρτημα 1), συνιστάται έντονα να 
διεξάγεται η δοκιμή ΐη νΐνο πρώτα σε ένα μόνο ζώο. 

Εάν τα αποτελέσματα της δοκιμής αυτής υποδεικνύουν, σύμφωνα με την περιγραφόμενη διαδικασία, ότι η 
ουσία είναι διαβρωτικό ή ισχυρό ερεθιστικό των οφθαλμών, δεν θα πρέπει να διεξάγονται άλλες δοκιμές 
ερεθισμού των οφθαλμών. 

1.4.2.5 Τοπική αναισθησία 

Κατά περίπτωση, μπορούν να χρησιμοποιούνται τοπικά αναισθητικά. Εάν η ανάλυση βάρους της 
μαρτυρίας υποδεικνύει ότι η ουσία μπορεί να προκαλέσει πόνο ή εάν από την αρχική δοκιμή έχει 
προκόψει επώδυνη αντίδραση, μπορεί να χρησιμοποιηθεί τοπικό αναισθητικό πριν από την ενστάλαξη της 
ελεγχόμενης ουσίας. Ό τύπος, η συγκέντρωση και η δόση του τοπικού αναισθητικού θα πρέπει να 
επιλέγονται προσεκτικά, ώστε να εξασφαλίζεται ότι δεν πρόκειται να υπάρξει σημαντική διαφοροποίηση 
της αντίδρασης στην ελεγχόμενη ουσία λόγω της χρήσης του. Με τον ίδιο τρόπο θα πρέπει να 
αναισθητοποιείται και ο οφθαλμός μάρτυρας. 

1.4.2.6 Επιβεβαιωτική δοκιμή (δοκιμή ερεθισμού των οφθαλμών ίη νΐνο σε επιπλέον ζώα) 

Εάν δεν έχει παρατηρηθεί διαβρωτική επίδραση κατά την αρχική δοκιμή, η ερεθιστική ή αρνητική 
απόκριση θα πρέπει να επιβεβαιώνεται με χρήση έως δύο επιπλέον ζώων. Εάν κατά την αρχική δοκιμή 
έχει παρατηρηθεί ισχυρή ερεθιστική επίδραση, που υποδεικνύει πιθανή σοβαρή (μη αναστρέψιμη) 
επίδραση κατά την επιβεβαιωτική δοκιμή, συνιστάται η διεξαγωγή της επιβεβαιωτικής δοκιμής σε 
διαδοχικές φάσεις με χρήση ενός ζώου κάθε φορά αντί της ταυτόχρονης έκθεσης των δύο επιπλέον ζώων. 
Εάν το δεύτερο ζώο εμφανίσει διαβρωτικές ή ισχυρές ερεθιστικές επιδράσεις, η δοκιμή διακόπτεται. Για 
την αξιολόγηση ασθενών ή μέτριων ερεθιστικών αποκρίσεων ενδέχεται να απαιτηθούν περισσότερα ζώα. 
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1.4.2.7 Περίοδος παρατήρησης 

Η διάρκεια της περιόδου παρατήρησης θα πρέπει να είναι επαρκής για να εκτιμηθεί πλήρως η έκταση των 
παρατηρούμενων επιδράσεων και το κατά πόσον αυτές είναι αναστρέψιμες. Παρόλα αυτά, το πείραμα θα 
πρέπει να τερματίζεται αμέσως μόλις το ζώο εμφανίσει διαρκή σημεία ισχυρού πόνου ή δυσφορίας (9). 
Για να κριθεί αν οι επιδράσεις είναι αναστρέψιμες, τα ζώα θα πρέπει κατά κανόνα να παρατηρούνται για 
χρονικό διάστημα 21 ημερών μετά τη χορήγηση της ελεγχόμενης ουσίας. Εάν διαπιστωθεί ότι είναι 
αναστρέψιμες πριν παρέλθουν 21 ημέρες, το πείραμα θα πρέπει να τερματίζεται τη συγκεκριμένη αυτή 
στιγμή. 

1.4.2.7.1 Κλινικές παρατηρήσεις και διαβάθμιση των οφθαλμικών αντιδράσεων 

Οι οφθαλμοί θα πρέπει να εξετάζονται 1, 24, 48 και 72 ώρες μετά την εφαρμογή της ελεγχόμενης ουσίας. 
Τα ζώα θα πρέπει να παραμένουν στη δοκιμή μόνο για όσο χρόνο απαιτείται για να ληφθούν οριστικά 
στοιχεία. Τα ζώα που εμφανίζουν διαρκή σημεία ισχυρού πόνου ή δυσφορίας θα πρέπει να θανατώνονται 
αμέσως με ευθανασία, οπότε η ουσία αξιολογείται ανάλογα. Θα πρέπει επίσης να θανατώνονται με 
ευθανασία τα ζώα που εμφανίζουν τις ακόλουθες αλλοιώσεις μετά την ενστάλαξη, επειδή συνήθως αυτές 
δεν είναι αναστρέψιμες: διάτρηση ή σοβαρή εξέλκωση του κερατοειδούς, συμπεριλαμβανομένου του 
σταφυλώματος, αιμορραγία στον οπίσθιο θάλαμο του οφθαλμού, θολερότητα του κερατοειδούς βαθμού 4 
για 48 ώρες; απουσία φωτοκινητικού αντανακλαστικού (βαθμός απόκρισης ίριδας 2) για 72 ώρες; 
εξέλκωση του επιπεφυκότα, νέκρωση του επιπεφυκότα ή της σκαρδαμυκτικής μεμβράνης, εσχάρα. 

Τα ζώα που δεν εμφανίζουν αλλοιώσεις των οφθαλμών μπορούν να απομακρύνονται από τη δοκιμή, το 
νωρίτερο 3 ημέρες μετά την ενστάλαξη. Τα ζώα που εμφανίζουν ελαφρές έως μέτριες αλλοιώσεις θα 
πρέπει να παρατηρούνται μέχρι αυτές να εξαλειφθούν ή για χρονικό διάστημα 21 ημερών, οπότε η μελέτη 
τερματίζεται. Θα πρέπει να γίνεται παρατήρηση την 7 η , 14 η και 21 1 ημέρα για να παρακολουθείται η 
εξέλιξη των αλλοιώσεων και να κρίνεται αν αυτές είναι αναστρέψιμες ή μη. 

Σε κάθε εξέταση θα πρέπει να καταγράφεται η βαθμολογία των οφθαλμικών αντιδράσεων (πίνακας I). Θα 
πρέπει επίσης να αναφέρονται τυχόν άλλες αλλοιώσεις του οφθαλμού (π.χ. πάννος, χρώση) ή συστημικές 
δυσμενείς επιδράσεις. 

Η εξέταση των αντιδράσεων μπορεί να διευκολυνθεί με τη χρήση διόφθαλμου οφθαλμοσκοπίου, φορητής 
σχισμοειδούς λυχνίας, βιομικροσκοπίου ή άλλου κατάλληλου οργάνου. Μετά την καταγραφή των 
παρατηρήσεων του πρώτου 24ώρου, οι οφθαλμοί μπορούν να εξετάζονται περαιτέρω με τη βοήθεια 
φλουο ρεσκε'ΐνης. 

Η διαβάθμιση των οφθαλμικών αποκρίσεων είναι κατ' ανάγκην υποκειμενική. Για να διευκολυνθεί η 
εναρμόνιση της διαβάθμισης των οφθαλμικών αποκρίσεων και να βοηθηθούν, αφενός τα εργαστήρια 
δοκιμών και, αφετέρου, το προσωπικό που εκτελεί και ερμηνεύει τις παρατηρήσεις, απαιτείται κατάλληλη 
εκπαίδευση του εν λόγω προσωπικού στο χρησιμοποιούμενο σύστημα βαθμολόγησης. 

2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Η βαθμολογία του οφθαλμικού ερεθισμού θα πρέπει να αξιολογείται σε συνδυασμό με το είδος και τη 
σοβαρότητα των αλλοιώσεων, καθώς και με το κατά πόσον αυτές είναι αναστρέψιμες. Οι επιμέρους 
βαθμοί δεν αντιπροσωπεύουν ένα απόλυτο πρότυπο για τις ερεθιστικές ιδιότητες ενός υλικού, δεδομένου 
ότι αξιολογούνται και άλλες επιδράσεις των ελεγχόμενων ουσιών. Αντίθετα, θα πρέπει να θεωρούνται ως 
τιμές αναφοράς και έχουν αξία μόνον εφόσον τεκμηριώνονται από πλήρη περιγραφή και αξιολόγηση όλων 
των παρατηρήσεων. 

3. ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΕΩΝ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλουθα στοιχεία: 

Αιτιολόγηση της διεξαγωγής δοκιμής ίη νΐνο: ανάλυση βάρους της μαρτυρίας των δεδομένων που 
προϋπήρχαν, συμπεριλαμβανομένων των αποτελεσμάτων της στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών: 

— περιγραφή των σχετικών δεδομένων που έχουν προκόψει από προηγούμενες δοκιμές* 

— δεδομένα που προέκυψαν σε κάθε στάδιο της στρατηγικής δοκιμών* 

— περιγραφή των δοκιμών ΐη νΐίτο που πραγματοποιήθηκαν, με λεπτομέρειες για τις διαδικασίες και 
τα αποτελέσματα που ελήφθησαν με τις ουσίες ελέγχου/αναφοράς· 

— περιγραφή της μελέτης του δερματικού ερεθισμού/διάβρωσης ΐη νΐνο που πραγματοποιήθηκε, 
καθώς και των αποτελεσμάτων της* 

— ανάλυση βάρους της μαρτυρίας προκειμένου να διεξαχθεί μελέτη ΐη νΐνο. 
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Ελεγχόμενη ουσία: 

— στοιχεία ταυτότητας (π.χ. αριθ. ΟΑ8, πηγή, καθαρότητα, γνωστές ξένες προσμίξεις, αριθμός 
παρτίδας)· 

— φυσική κατάσταση και φυσικοχημικές ιδιότητες (π.χ. ρΗ, πτητικότητα, διαλυτότητα, σταθερότητα, 
αντίδραση με το νερό)· 

— προκειμένου για μίγματα, σύνθεση και εκατοστιαία αναλογία των συστατικών 

— εάν χρησιμοποιήθηκε τοπικό αναισθητικό, στοιχεία ταυτότητας, καθαρότητα, τύπος, δόση και 
πιθανή αλληλεπίδραση με την ελεγχόμενη ουσία. 

Φορέας: 

— στοιχεία ταυτότητας, συγκέντρωση (κατά περίπτωση), όγκος που χρησιμοποιήθηκε* 

— αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα. 

Πειραματόζωα δοκιμής: 

— είδος/φυλή που χρησιμοποιήθηκε, αιτιολόγηση της χρήσης άλλων ζώων αντί αλφικών κουνελιών· 

— ηλικία κάθε ζώου κατά την έναρξη της μελέτης* 

— αριθμός ζώων κάθε φύλου στις ομάδες δοκιμής και μαρτύρων (εφόσον απαιτούνται)· 

— βάρος κάθε ζώου στην αρχή και στο τέλος της δοκιμής· 

— προέλευση των ζώων, συνθήκες στέγασης, σιτηρέσιο κλπ.. 

Αποτελέσματα: 

— περιγραφή της μεθόδου που χρησιμοποιήθηκε για τη βαθμολόγηση του ερεθισμού σε κάθε χρονική 
στιγμή παρατήρησης (π.χ. φορητή σχισμοειδής λυχνία, βιομικροσκόπιο, φλουορεσκεΐνη)· 

— καταχώρηση σε πίνακα των δεδομένων που αφορούν την ερεθιστική/διαβρωτική απόκριση για κάθε 
ζώο σε κάθε χρονική στιγμή παρατήρησης μέχρι την απομάκρυνσή του από τη δοκιμή* 

— αναλυτική περιγραφή του είδους και της έκτασης του ερεθισμού ή της διάβρωσης που 
παρατηρήθηκε* 

— περιγραφή άλλων αλλοιώσεων που ενδεχομένως παρατηρήθηκαν στον οφθαλμό (π.χ. νεοαγγείωση, 
σχηματισμός πάννου, συγκολλήσεις, χρώση)· 

— περιγραφή άλλων δυσμενών τοπικών επιδράσεων εκτός της περιοχής των οφθαλμών και 
συστημικών επιδράσεων, καθώς και τυχόν παθολογοανατομικών ευρημάτων. 

Συζήτηση των αποτελεσμάτων 

3.2 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Η παρέκταση στον άνθρωπο των αποτελεσμάτων μελετών ερεθισμού των οφθαλμών που έχουν διεξαχθεί 
σε πειραματόζωα ισχύει μόνον ως ένα σημείο. Σε πολλές περιπτώσεις το αλφικό κουνέλι είναι πιο 
ευαίσθητο από τον άνθρωπο στα ερεθιστικά ή διαβρωτικά των οφθαλμών. 

Κατά την ερμηνεία των αποτελεσμάτων θα πρέπει να καταβάλλεται προσοχή για να μην λαμβάνεται 
υπόψη ο ερεθισμός που οφείλεται σε δευτεροπαθείς μολύνσεις. 


4. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
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ΠΙΝΑΚΑΣ I: ΔΙΑΒΑΘΜΙΣΗ ΤΩΝ ΟΟϋΕΑΚ ΕΕ8ΙΟΝ8 


Κερατοειδής 

Αδιαφάνεια: βαθμός θολερότητας (η ανάγνωση θα πρέπει να λαμβάνεται από την πιο θολή περιοχή)* 

Καμία εξέλκωση ούτε αδιαφάνεια . 0 

Διάσπαρτες ή διάχυτες αδιαφανείς περιοχές (εκτός από ελαφρό θάμπωμα της φυσιολογικής στιλπνότητας), 

σαφώς διακρινόμενες λεπτομέρειες της ίριδας. 1 

Ευδιάκριτη ημιδιαφανής περιοχή, ελαφρά συγκάλυψη των λεπτομερειών της ίριδας. 2 

Γκρίζα περιοχή, πλήρης συγκάλυψη των λεπτομερειών της ίριδας; μόλις διακρινόμενο μέγεθος της κόρης. 3 

Αδιαφανής κερατοειδής; μη διακρινόμενη ίριδα. 4 

Μέγιστος δυνατός βαθμός: 4 

* Θα πρέπει να σημειώνεται η επιφάνεια της αδιαφανούς περιοχής 

Ίριδα 

Φυσιολογική. 0 

Εμφανής βάθυνση των πτυχώσεων, συμφόρηση, οίδημα, μέτρια υπεραιμία από τους περιβάλλοντες 

τον κερατοειδή Ιστούς, ή διαστολή, φωτοευαίσθητη ίριδα (η καθυστέρηση αντίδρασης θεωρείται θετικό εύρημα).... 1 

Αιμορραγία, μακροσκοπικώς ορατή καταστροφή ή καμία αντίδραση στο φως. 2 

Μέγιστος δυνατός βαθμός: 2 

Έπιπεφυκότας 

Φυσιολογική ερυθρότητα (αναφέρεται στο βλεφαρικό και βολβικό επιπεφυκότα, εκτός της ίριδας 

και του κερατοειδούς). 0 

Υπεραιμία ορισμένων αιμοφόρων αγγείων (Διαστολή). 1 

Διάχυτο πορφυρό χρώμα, δυσδιάκριτα τα αιμοφόρα αγγεία. 2 

Διάχυτο ερυθρό χρώμα βοείου κρέατος. 3 

Μέγιστος δυνατός βαθμός: 3 

Χήμωση 

Οίδημα (αναφέρεται στα βλέφαρα ή/και στη σκαρδαμυκτική μεμβράνη) 

Φυσιολογική. 0 

Οίδημα ελαφρώς μεγαλύτερο του φυσιολογικού. 1 

Εμφανές οίδημα με μερική αναστροφή_των βλεφάρων. 2 

Οίδημα με τα βλέφαρα σχεδόν ημίκλειστα. 3 

Οίδημα με τα βλέφαρα σχεδόν κλειστά. 4 


Μέγιστος δυνατός βαθμός: 4 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

Στρατηγική διαδοχικών δοκιμών (ακολουθιακός έλεγχος) για ερεθισμό και διάβρωση των οφθαλμών 


ΓΕΝΙΚΗ ΘΕΩΡΗΣΗ 

Προς όφελος τόσο της ορθότηταςτου επιστημονικού έργου, όσο και της πρόνοιας για τα ζώα, έχει μεγάλη σημασία να 
αποφεύγεται η περιττή χρήση πειραματοζώων και να ελαχιστοποιείται η διεξαγωγή δοκιμών που είναι πιθανόν να τους 
προκαλέσουν ισχυρές αντιδράσεις. Πριν αντιμετωπιστεί το ενδεχόμενο διεξαγωγής δοκιμών ΐη νΐνο, θα πρέπει να 
αξιολογούνται όλα τα στοιχεία που αφορούν τις πιθανές διαβρωτικές/ερεθιστικές επιδράσεις των ουσιών στους 
οφθαλμούς. Ενδέχεται να υπάρχουν ήδη μαρτυρίες που αρκούν για τη ταξινόμηση της ελεγχόμενης ουσίας από πλευράς 
διαβρωτικής ή ερεθιστικής για τους οφθαλμούς ικανότητας, χωρίς να χρειάζονται δοκιμές σε πειραματόζωα. Η εφαρμογή 
επομένως της ανάλυσης βάρους της μαρτυρίας και μιας στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών ελαχιστοποιεί την ανάγκη 
διεξαγωγής δοκιμών ΐη νΐνο, ιδίως εάν πιθανολογείται ότι η ουσία προκαλεί ισχυρές αντιδράσεις. 

Συνιστάται η χρήση της ανάλυσης βάρους της μαρτυρίας για την αξιολόγηση των διαθέσιμων στοιχείων σχετικά με τη 
διάβρωση και τον ερεθισμό των οφθαλμών από την εκάστοτε ουσία, προκειμένου να κριθεί αν πρέπει να διεξαχθούν 
συμπληρωματικές μελέτες, πλην οφθαλμικών μελετών ΐη νΐνο, για να βοηθήσουν στο χαρακτηρισμό των συγκεκριμένων 
ιδιοτήτων. Εφόσον χρειάζονται περαιτέρω μελέτες, συνιστάται η εφαρμογή της στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών για τη 
συλλογή των σχετικών πειραματικών δεδομένων. Στην περίπτωση των ουσιών που δεν έχουν υποβληθεί σε δοκιμές στο 
παρελθόν, η στρατηγική διαδοχικών δοκιμών θα πρέπει να χρησιμοποιείται για τη συλλογή των δεδομένων που απαιτεί η 
αξιολόγηση της διαβρωτικής/ερεθιστικής για τους οφθαλμούς ικανότητας των ουσιών. Η στρατηγική δοκιμών που 
περιγράφεται στο παρόν παράρτημα διαμορφώθηκε σε ημερίδα του ΟΟΣΑ (1) και, στη συνέχεια, επικυρώθηκε και 
διευρύνθηκε στο Εναρμονισμένο Ολοκληρωμένο Σύστημα Ταξινόμησης Κινδύνων για τις Επιδράσεις των Χημικών 
Ουσιών στην Υγεία του ανθρώπου και στο Περιβάλλον, το οποίο εγκρίθηκε από την 28η κοινή συνεδρίαση της 
επιτροπής χημικών προϊόντων και της ομάδας εργασίας για τα χημικά προϊόντα, το Νοέμβριο του 1998 (2). 

Η παρούσα στρατηγική δοκιμών δεν αποτελεί αναπόσπαστο μέρος της μεθόδου δοκιμών Β.5, αλλά έκφραση της 
συνιστώμενης προσέγγισης για τον προσδιορισμό των ερεθιστικών/διαβρωτικών για τους οφθαλμούς ιδιοτήτων. Η 
προσέγγιση αυτή αντιπροσωπεύει, αφενός την ορθή πρακτική και, αφετέρου, ένα δεοντολογικό σημείο αναφοράς για τη 
διεξαγωγή δοκιμών οφθαλμικής διάβρωσης/ερεθισμού ΐη νΐνο. Η μεθοδολογία δοκιμών παρέχει κατευθύνσεις για τη 
διεξαγωγή της δοκιμής ΐη νΐνο και συγκεφαλαιώνει τους παράγοντες που θα πρέπει να εξετάζονται πριν αποφασιστεί μια 
τέτοια δοκιμή. Η στρατηγική διαδοχικών δοκιμών παρέχει μια προσέγγιση βασισμένη στην ανάλυση βάρους της 
μαρτυρίας για την αξιολόγηση των διαθέσιμων δεδομένων σχετικά με τις ερεθιστικές/διαβρωτικές για τους οφθαλμούς 
ιδιότητες των ουσιών, καθώς και μια κλιμακωτή προσέγγιση για τη παραγωγή των σχετικών δεδομένων στην περίπτωση 
των ουσιών για τις οποίες χρειάζονται συμπληρωματικές δοκιμές ή δεν έχουν διεξαχθεί δοκιμές. Η εν λόγω στρατηγική 
περιλαμβάνει τη διεξαγωγή, σε συγκεκριμένες περιστάσεις, πρώτα έγκυρων και αποδεκτών δοκιμών ΐη νΐ/το ή βχ νΐνο 
και, κατόπιν, μελετών με τη μέθοδο δοκιμών Β.4 για διάβρωση/ερεθισμό του δέρματος. (3)(4). 
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Πριν από τη διεξαγωγή δοκιμών στο πλαίσιο της στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών (βλ. διάγραμμα), θα πρέπει να 
αξιολογούνται όλα τα διαθέσιμα στοιχεία, προκειμένου να κριθεί αν είναι αναγκαίο να διεξαχθούν οφθαλμικές δοκιμές ΐη 
νΐνο. Αν και είναι δυνατόν να προκόψουν σημαντικά στοιχεία από την αξιολόγηση μεμονωμένων παραμέτρων (π.χ. 
ακραίες τιμές ρΗ), θα πρέπει παρόλα αυτά να εξετάζεται το σύνολο των υφισταμένων στοιχείων. Προκειμένου να ληφθεί 
απόφαση με βάση ανάλυση βάρους της μαρτυρίας, θα πρέπει να αξιολογούνται όλα τα σημαντικά δεδομένα που 
αφορούν τις επιδράσεις της εκάστοτε ουσίας ή των αναλογών της, και η απόφαση αυτή θα πρέπει να αιτιολογείται. Θα 
πρέπει να δίδεται έμφαση πρωτίστως στα διαθέσιμα δεδομένα για τις επιδράσεις των ουσιών στον άνθρωπο και στα ζώα 
και, κατόπιν, στα αποτελέσματα δοκιμών ΐη νΐίτο ή βχ νΐνο. Θα πρέπει να αποφεύγονται, στο μέτρο του δυνατού, οι 
μελέτες διαβρωτικών ουσιών ΐη νΐνο. Οι τιαράγοντες που λαμβάνονται υπόψη στη στρατηγική δοκιμών περιλαμβάνουν: 

Αξιολόγηση υφιστάμενων δεδομένων για τον άνθρωπο και τα ζώα (Στάδιο 1). Πρώτα θα πρέπει να εξετάζονται τα 
διαθέσιμα δεδομένα που αφορούν τον άνθρωπο, π.χ. από κλινικές μελέτες ή μελέτες επαγγελματικής έκθεσης και 
αναφορές περιστατικών, ή/και τα δεδομένα δοκιμών σε ζώα από οφθαλμικές μελέτες, επειδή αυτά παρέχουν 
πληροφορίες που αφορούν άμεσα τις επιδράσεις στους οφθαλμούς. Στη συνέχεια, θα πρέπει να αξιολογούνται τα 
διαθέσιμα δεδομένα από μελέτες στον άνθρωπο ή/και στα ζώα με αντικείμενο τη διερεύνηση του ερεθισμού/της 
διάβρωσης του δέρματος. Οι ουσίες που είναι γνωστά διαβρωτικά ή ισχυρά ερεθιστικά των οφθαλμών δεν θα πρέπει να 
ενσταλάζονται στους οφθαλμούς πειραματοζώων. Το ίδιο ισχύει για τις ουσίες που έχουν διαβρωτικές ή ερεθιστικές 
επιδράσεις στο δέρμα. Οι εν λόγω ουσίες θα πρέπει να θεωρούνται διαβρωτικές ή/και ερεθιστικές και για τους 
οφθαλμούς. Οι ουσίες για τις οποίες υπάρχουν σαφείς αποδείξεις απουσίας διαβρωτικής ή ερεθιστικής ικανότητας, 
προερχόμενες από παλαιότερες οφθαλμικές μελέτες, δεν θα πρέπει επίσης να υποβάλλονται σε οφθαλμικές δοκιμές 
ΐη νΐνο. 

Ανάλυση της σχέσης δομής-δραστικότητας (8ΑΚ) (Στάδιο 2). Εάν υπάρχουν αποτελέσματα δοκιμών στις οποίες έχουν 
υποβληθεί ουσίες με παρεμφερή χημική δομή, θα πρέπει να εξετάζονται. Εφόσον τα διαθέσιμα δεδομένα για την 
επίδραση στον άνθρωπο ή/και στα ζώα ουσιών με παρεμφερή χημική δομή ή μιγμάτων τέτοιων ουσιών αρκούν για να 
καταδειχθεί η διαβρωτική/ερεθιστική για τους οφθαλμούς ικανότητα των τελευταίων, είναι δυνατόν να υποτεθεί ότι η 
ελεγχόμενη ουσία προκαλεί την ίδια απόκριση. Στις περιπτώσεις αυτές, η ελεγχόμενη ουσία μπορεί να μην χρειάζεται να 
υποβληθεί σε δοκιμή. Τα αρνητικά δεδομένα από μελέτες ουσιών με παρεμφερή χημική δομή ή μιγμάτων τέτοιων 
ουσιών δεν αποτελούν, βάσει της στρατηγικής διαδοχικών δοκιμών, επαρκή απόδειξη της απουσίας 
διαβρωτικής/ερεθιστικής ικανότητας μιας ουσίας. Θα πρέπει να χρησιμοποιούνται έγκυρες και αποδεκτές προσεγγίσεις 
8ΑΚ. για τον προσδιορισμό της διαβρωτικής και της ερεθιστικής ικανότητας τόσο ως προς το δέρμα, όσο και ως προς 
τους οφθαλμούς. 
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Φυσικοχημικές ιδιστητες και χημική δρασττκότψα (Στά,διο 3). Οι ουσίες που εμφανίζουν ακραίες τιμές ρΗ, όπως <2.0 
και >11,5, είναι δυνατόν να έχουν ισχυρές τοπικές επιδράσεις,. Εάν το ακραίο ρΗ χρησιμοποιείται ως βάση για το 
χαρακτηρισμό μιας ουσίας ως διαβρωτικής ή ερεθιστικής για τους οφθαλμούς, τότε μπορεί να λαμβάνεται υπόψη και η 
δεσμευμένη οξύτητα/αλκαλικότητα (ή ρυθμιστική ικανότητα) (5)(6). Εάν η ρυθμιστική χωρητικότητα υποδεικνύει ότι η 
ουσία μπορεί να μην είναι διαβρωτικό των οφθαλμών, η ένδειξη αυτί) θα πρέπει να επιβεβαιώνεται με τη διεξαγωγή 
περαιτέρω δοκιμών, κατά προτίμηση έγκυρων και αποδεκτών δοκιμών ίη νίίτο ή εχ νί\Ό (βλ. στάδια 5 και 6). 

Μελέτη άλλων διαθέσιμων στοιχείων (Στάδιο 4). Στο στάδιο αυτό θα πρέπει να αξιολογούνται όλα τα διαθέσιμα στοιχεία 
σχετικά με τη συστημική τοξικότητα από τη δερματική οδό. Θα πρέπει επίσης να λαμβάνεται υπόψη η μέσω του 
δέρματος οξεία τοξικότητα της ελεγχόμενης ουσίας. Εάν η ελεγχόμενη ουσία έχει αποδειχθεί πολύ τοξική από τη 
δερματική οδό, μπορεί να μην χρειάζεται να υποβληθεί σε οφθαλμικές δοκιμές. Παρόλο που η οξεία τοξικότητα μέσω 
του δέρματος δεν σχετίζεται κατ' ανάγκην με τη διάβρωση/τον ερεθισμό των οφθαλμών, είναι δυνατόν να υποτεθεί ότι 
ένας παράγοντας υψηλής τοξικότητας από τη δερματική οδό θα έχει πολύ τοξική δράση και όταν ενσταλαχθεί στους 
οφθαλμούς. Ε1 μελέτη των δεδομένων αυτών μπορεί επίσης να παρεμβληθεί μεταξύ των σταδίων 2 και 3. 

Αποτελέσματα δοκιμών ίη νίίτο ή εχ νίνο (Στάδια 5 και 6). Οι ουσίες που έχουν εμφανίσει διαβρωτικές ή ισχυρές 
ερεθιστικές ιδιότητες σε δοκιμές ίη νίίτο ή εχ νί\Ό (7)(8), οι οποίες έχουν επικυρωθεί και είναι αποδεκτές για την 
αξιολόγηση των διαβρωτικών/ερεθιστικών επιδράσεων στους οφθαλμούς ή στο δέρμα, δεν χρειάζεται να ελέγχονται με 
δοκιμές σε ζώα· τεκμαίρεται ότι οι εν λόγιο ουσίες θα έχουν ανάλογες σοβαρές επιδράσεις και τη νίνο. Εάν δεν υπάρχουν 
έγκυρες και αποδεκτές δοκιμές ίη νίίτο/εχ νίνο, τα στάδια 5 και 6 παρακάμπτονται και εφαρμόζεται κατευθείαν το στάδιο 
7. 

Αξιολόγηση της ερεθιστικής ή διαβρωτικής για το δέρμα ικανότητα,: των ουσιών ίη νίνο (Στάδιο 7). Εφόσον τα διαθέσιμα 
στοιχεία δεν αρκούν για να διενεργηθεί αδιαμφισβήτητη ανάλυση βάρους της μαρτυρίας των δεδομένων από τις 
προαναφερόμενες μελέτες ως προς την πιθανή ερεθιστική/διαβρωτική επίδραση μιας ουσίας στους οφθαλμούς, θα πρέπει 
πρώτα να αξιολογείται η ερεθιστική/διαβρωτική για το δέρμα ικανότητα ίη νίνο με εφαρμογή της μεθόδου δοκιμών Β.4 

(4) και του παρατήματός της (9). Εάν διαπιστωθεί ότι η ουσία προκαλεί διάβρωση ή σοβαρό ερεθισμό του δέρματος, θα 
πρέπει να θεωρείται διαβρωτική ή ερεθιστική και για τους οφθαλμούς, εκτός εάν άλλα στοιχεία δικαιολογούν 
διαφορετικό συμπέρασμα. Κατά συνέπεια, δεν χρειάζεται δοκιμή ίη νίνο στους οφθαλμούς. Εάν η ουσία δεν είναι 
διαβρωτικό ούτε ισχυρό ερεθιστικό του δέρματος, θα πρέπει να διεξάγεται δοκιμή ίη νίνο στους οφθαλμούς. 

Δοκιμή ίη νίνο σε κουνέλια (Στάδια 8 και 9)\ Το πρώτο βήμα της οφθαλμικής μελέτης ίη νίνο θα πρέπει να είναι μια 
αρχική δοκιμή σε ένα ζώο. Εάν από τα αποτελέσματα αυτί): της δοκιμής προκύπτει ότι η ουσία είναι ισχυρό ερεθιστικό ή 
διαβρωτικό των οφθαλμών, δεν θα πρέπει να διεξάγονται άλλες δοκιμές. Ι όν κατά την αρχική δοκιμή δεν διαπιστωθούν 
διαβρωτικές ή ισχυρές ερεθιστικές επιδράσεις, διεξάγεται επιβεβαιωτική δοκιμή σε δύο επιπλέον ζώα. 
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ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ 

ΣΤΡΑΤΗΓΙΚΗ ΔΟΚΙΜΩΝ ΚΑΙ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗΣ ΓΙΑ ΕΡΕΘΙΣΜΟ/ΔΙΑΒΡΩΣΗ ΤΩΝ ΟΦΘΑΛΜΩΝ 


Δραστηριότητα 


Ευρήματα 


Γνωμάτευση 


Σοβαρή βλάβη των οφθαλμών 


Ερεθιστικό των οφθαλμών 


μη διαβρωτικό μη ερεθιστικό 
των οφθαλμών 


Διαβρωτικό του δέρματος 


Σοβαρό ερεθιστικό του 
δέρματος 


4 

Δεν υπάρχουν στοιχεία ή τα 
διαθέσιμα στοιχεία δεν είναι 
αδιαμφισβήτητα 

4 

Πρόγνωση σοβαρής βλάβης 
των οφθαλμών 

Πρόγνωση ερεθισμού των 
οφθαλμών 

Πρόγνωση διάβρωσης του 
δέρματος 


ρΗ < 2 ή > 11,5 (με μεγάλη 
ρυθμιστική χωρητικότητα, εάν 
έχει σημασία) 


Υψηλή τοξικότητα στις 
συγκεντρώσεις που θα 
ελέγχονταν στους οφθαλμούς. 


Διάβρωση 


2 Αξιολόγηση της σχέσης δομής- 
δραστικότητας (3ΑΚ.) για 
διάβρωση/ερεθισμό των 
οφθαλμών 


Αξιολόγηση 8ΑΚ. για διάβρωση 
του δέρματος 

4 

Δεν είναι δυνατόν να γίνει 
πρόγνωση ή η πρόγνωση είναι 
αβέβαιη ή αρνητική 

_ 4 _ 

3 Μέτρηση του ρΗ (συνεκτίμηση 
της ρυθμιστικής ικανότητας, εάν 
απαιτείται) 

4 

2<ρΗ < 11,5 ή ρΗ <2,0 ή >11,5 
με μικρή/μηδενική ρυθμιστική 
ικανότητας, εάν απαιτείται 

_ _4 _ 

4 Αξιολόγηση δεδομένων 
συστημικής τοξικότητας από τη 
δερματική οδό 

4 

Δεν υπάρχουν στοιχεία ή η ουσία 
δεν είναι πολύ τοξική 

_ 4 _ 

5 Διεξαγωγή έγκυρης και 
αποδεκτής δοκιμής ΐη νΐίνο ή βχ 
νίνο για διάβρωση των οφθαλμών 

4 


1 Ύπαρξη δεδομένων για τον 

άνθρωπο ή/και τα ζώα, τα οποία 
δείχνουν επιδράσεις στους 
οφθαλμούς. 


Ύπαρξη δεδομένων για τον 
άνθρωπο ή/και τα ζώα, τα οποία 
δείχνουν διαβρωτικές επιδράσεις 
στο δέρμα 

Ύπαρξη δεδομένων για τον 
άνθρωπο ή/και τα ζώα, τα οποία 
δείχνουν ερεθιστικές επιδράσεις 
στο δέρμα_ 


Κορυφαίο τελικό σημείο* η ουσία 
χαρακτηρίζεται διαβρωτικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται δοκιμές. 

Κορυφαίο τελικό σημείο* η ουσία 
χαρακτηρίζεται ερεθιστικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται δοκιμές. 

Κορυφαίο τελικό σημείο* η ουσία 
χαρακτηρίζεται μη διαβρωτικό και μη 
ερεθιστικό των οφθαλμών. Δεν 
χρειάζονται δοκιμές. 


Κατά τεκμήριο, διαβρωτικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται δοκιμές. 


Κατά τεκμήριο, ερεθιστικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται δοκιμές. 


Κατά τεκμήριο, διαβρωτικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται δοκιμές. 

Κατά τεκμήριο, ερεθιστικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται δοκιμές. 

Κατά τεκμήριο, διαβρωτικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται δοκιμές. 


Κατά τεκμήριο, διαβρωτικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται δοκιμές. 


Η ουσία είναι υπερβολικά τοξική για τη 
διεξαγωγή δοκιμών. Δεν χρειάζονται 
δοκιμές. 


Κατά τεκμήριο, διαβρωτικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται άλλες 
δοκιμές. 








ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8565 


6 


7 


8 


9 


Η ουσία δε\’ είναι διαβρωτική ή 
δε\’ υπάρχουν έγκυρης μέθοδοι 
δοκιμών ίη νίΐτο ή εχ νίνο για 
διάβρωση των οφθαλμών 

_ 4 -_ 

Διεξαγωγή έγκυρης και 
αποδεκτής δοκιμής ίη νίΐτο ή εχ 
νίνο για ερεθισμό των οφθαλμών 

ι 

Η ουσία δεχ’ είναι ερεθιστική ή 
δε\’ υπάρχουν έγκυρης μέθοδοι 
δοκιμών ίη νίΐτο ή εχ νίνο για 
ερεθισμό των οφθαλμών. 

_ 4 -_ 

Πειραματική εκτίμηση ίη νίνο 
της ερεθιστικής/διαβρωτικής για 
το δέρμα ικανότητας (βλ. μέθοδο 
δοκιμών Β.4 και το παράρτημά 

ΐης)_ 

4 . 

Η ουσία δεχ’ είναι διαβρωτική 
ούτε πολύ ερεθιστική για το δέρμα 

_ ± _ 

Διεξαγωγή αρχικής οφθαλμικής 
δοκιμής ίη νίνο σε κουνέλια με 
χρήση μόνον ενός ζώου 

ι 

Καμία σοβαρή βλάβη ή καμία 
απόκριση 

_ ι _ 

Διεξαγωγή επιβεβαιωτικής 
δοκιμής σε ένα ή δύο επιπλέον 
ζώα 


Ερεθισμός 


Διάβρωση ή σοβαρός ερεθισμός 


Σοβαρή βλάβη των οφθαλμών 


Διάβρωση ή ερεθισμός 


Ούτε διάβρωση ούτε ερεθισμός 


Κατά τεκμήριο, ερεθιστικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται άλλες 
δοκιμές. 


Κατά τεκμήριο, διαβρωτικό των 
οφθαλμών. Δεν χρειάζονται άλλες 
δοκιμές. 


Η ουσία χαρακτηρίζεται διαβρωτικό 
των οφθαλμών. Δεν χρειάζονται άλλες 
δοκιμές. 


Η ουσία χαρακτηρίζεται διαβρωτικό ή 
ερεθιστικό των οφθαλμών. Δεν 
χρειάζονται άλλες δοκιμές 

Η ουσία χαρακτηρίζεται μη διαβρωτικό 
και μη ερεθιστικό των οφθαλμών. Δεν 
χρειάζονται άλλες δοκιμές. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2ΣΤ 


Β.31. ΜΕΛΕΤΗ ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΗΣ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΣΤΗΝ ΑΝΑΠΤΥΞΗ 


1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αναπαραγωγή της ΟΕΟϋ ΤΟ 414 (2001). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η παρούσα μέθοδος ελέγχου της τοξικότητας στην ανάπτυξη έχει σχεδιαστεί για την παροχή γενικών 
πληροφοριών σχετικά με τις επιπτώσεις της προγεννητικής έκθεσης στο κυοφορούν υπό δοκιμασία ζώο και 
στον οργανισμό που αναπτύσσεται στη μήτρα στις πληροφορίες αυτές μπορεί να περιλαμβάνονται αξιολόγηση 
των επιπτώσεων στην μητέρα, καθώς και τυχόν θάνατος, ανατομικές ανωμαλίες ή μη φυσιολογική αύξηση του 
εμβρύου. Οι λειτουργικές ανεπάρκειες, αν και σημαντικό μέρος της ανάπτυξης, δεν εντάσσονται στην παρούσα 
μέθοδο δοκιμής. Αυτές μπορούν να ελεγχθούν σε ξεχωριστή μελέτη ή ως συμπλήρωμα της παρούσας μελέτης 
χρησιμοποιώντας τη μέθοδο δοκιμής για τη νευροτοξικότητα στην ανάπτυξη. Για τη λήψη πληροφοριών 
σχετικά με τον έλεγχο των λειτουργικών ανεπαρκειών και άλλων μεταγεννητικών επιπτώσεων, θα πρέπει να 
εξετάζεται η εφαρμογή της μεθόδου δοκιμής για τη μελέτη της τοξικότητας στην αναπαραγωγή σε δύο γενεές 
και για τη μελέτη της νευροτοξικότητας στην ανάπτυξη, ανάλογα. 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής μπορεί να χρειάζεται κάποια ιδιαίτερη προσαρμογή σε επιμέρους περιπτώσεις με 
βάση κάποιες ειδικές γνώσεις για π.χ. τις φυσικοχημικές ή τοξικολογικές ιδιότητες της υπό δοκιμή ουσίας. Η 
προσαρμογή αυτή είναι αποδεκτή, όταν υπάρχουν πειστικές επιστημονικές ενδείξεις ότι η προσαρμογή θα 
οδηγήσει σε δοκιμή με δυνατότητες παροχής περισσότερων πληροφοριών. Σε μια τέτοια περίπτωση, οι 
επιστημονικές αυτές ενδείξεις θα πρέπει να τεκμηριώνονται προσεκτικά στην έκθεση της μελέτης. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Αναπτυξιακή τοξικολογία: η μελέτη των δυσμενών επιδράσεων στον αναπτυσσόμενο οργανισμό, που μπορεί 
να προκόψουν από την έκθεση πριν από τη σύλληψη, κατά τη διάρκεια της προγεννητικής ανάπτυξης ή 
μεταγεννητικώς μέχρι την εποχή της σεξουαλικής ωρίμανσης. Στις σημαντικότερες εκδηλώσεις της 
τοξικότητας στην ανάπτυξη περιλαμβάνονται 1) ο θάνατος του οργανισμού, 2) ανατομικές ανωμαλίες, 3) μη 
φυσιολογική αύξηση του οργανισμού και 4) λειτουργική ανεπάρκεια. Η αναπτυξιακή τοξικολογία αναφερόταν 
συχνά στο παρελθόν ως τερατολογία. 

Δυσμενής επίδραση: κάθε αλλαγή σε σχέση με το φυσιολογικό επίπεδο, η οποία επέρχεται ως αποτέλεσμα της 
έκθεσης και η οποία μειώνει την ικανότητα επιβίωσης, αναπαραγωγής ή προσαρμογής στο περιβάλλον ενός 
οργανισμού. Σε σχέση με την αναπτυξιακή τοξικολογία, λαμβανόμενη στην ευρεία της έννοια, ο ορισμός αυτός 
περιλαμβάνει κάθε επίδραση η οποία παρεμβαίνει στη φυσιολογική ανάπτυξη του κυήματος, τόσο πριν όσο και 
μετά τη γέννηση. 

Μη φυσιολογική αύξηση: ανωμαλίες στο βάρος ή στο μέγεθος των οργάνων ή του βάρους των γόνων. 

Αλλοιώσεις (ανωμαλίες): ανατομικές αλλοιώσεις στην ανάπτυξη, στις οποίες περιλαμβάνονται τόσον οι 
δυσπλασίες όσο και οι παρεκκλίσεις (28). 

Δυσπλασία/Μείζων ανωμαλία: Ανατομική διαφορά που θεωρείται ως επιζήμια για το ζώο (μπορεί να είναι και 
θανατηφόρα) και είναι, συνήθως, σπάνια. 

Παρέκκλιση/Ήσσων ανωμαλία: Ανατομική διαφορά που θεωρείται ότι έχει μικρή ή μη επιζήμια επίδραση 
στο ζώο. Μπορεί να έχει μεταβατικό χαρακτήρα και να εμφανίζεται σχετικά συχνά στον πληθυσμό-μάρτυρα. 

Κύημα: το σύνολο των παραγώγων ενός γονιμοποιημένου ωαρίου σε οποιοδήποτε στάδιο της ανάπτυξης από 
τη γονιμοποίηση μέχρι τη γέννηση, συμπεριλαμβανομένων των εξωεμβρυϊκών μεμβρανών, καθώς και του ίδιου 
του εμβρύου. 

Εμφύτευση: προσκόλληση της βλαστικής κύστεως στο επιθήλιο της μήτρας, συμπεριλαμβανομένης της 
διείσδυσής του σε αυτό και της εγκατάστασής του στο ενδομήτριο. 




ΦΕΚ605 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


8567 


Έμβρυο: το αρχικό ή αναπτυξιακό στάδιο οποιουδήποτε οργανισμού, ιδιαίτερα του αναπτυσσόμενου 
προϊόντος της γονιμοποίησης ενός ωού μετά την εμφάνιση του μακρού άξονα και μέχρι να παρουσιαστούν όλες 
οι βασικές δομές. 

Εμβρυοτοξικότητα: επιβλαβής επίδραση στη φυσιολογική δομή, ανάπτυξη, αύξηση και/ή βιωσιμότητα ενός 
εμβρύου. 

Διαμορφωμένο έμβρυο: ο αγέννητος γόνος κατά την μετεμβρυϊκή περίοδο. 

Μετεμβρυοτοξικότητα: επιβλαβής επίδραση στη φυσιολογική δομή, ανάπτυξη, αύξηση και/ή βιωσιμότητα 
ενός διαμορφωμένου εμβρύου. 

Αποβολή: η πρώιμη εκβολή από τη μήτρα των προϊόντων της σύλληψης: του εμβρύου ή μη βιώσιμου 
διαμορφωμένου εμβρύου. 

Απορρόφηση: κύημα το οποίο, αφού εμφυτεύθηκε στη μήτρα, στη συνέχεια πέθανε και απορροφάται ή έχει 
απορροφηθεί. 

Πρώιμη απορρόφηση: ενδείξεις εμφύτευσης χωρίς αναγνωρίσιμο έμβρυο/διαμορφωμένο έμβρυο 

Όψιμη απορρόφηση: νεκρό έμβρυο ή διαμορφωμένο έμβρυο με εξωτερικές εκφυλιστικές διαφορές 

ΝΟΛΕΕ: συντομογραφία του ηο-ούδβτνβά-αάνβτδβ-βίϊβοί Ιβνβΐ επίπεδο μη παρατήρησης δυσμενών 
επιδράσεων. Είναι η μέγιστη δόση ή επίπεδο έκθεσης όπου δεν παρατηρούνται δυσμενή ευρήματα σχετικά με 
την αγωγή. 


1.3 ΟΥΣΙΑ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 
Καμία 

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Κανονικά, η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται σε κυοφορούντα ζώα από την εμφύτευση μέχρι μία ημέρα πριν από 
την προγραμματισμένη θανάτωση, η οποία θα πρέπει να είναι όσο το δυνατό πλησιέστερα στην κανονική 
ημέρα του τοκετού χωρίς, όμως, να τίθεται υπό κίνδυνο η απώλεια δεδομένων από πρόωρο τοκετό. Η μέθοδος 
δοκιμής δεν αποσκοπεί αποκλειστικά στην εξέταση της περιόδου της οργανογένεσης (π.χ. 5-15η ημέρα στα 
τρωκτικά και 6-18η ημέρα στα κουνέλια) αλλά ξεκινά από την προεμφύτευση, όπου γίνεται, και καλύπτει όλη 
την περίοδο της κύησης μέχρι την ημέρα πριν από την καισαρική τομή. Λίγο πριν από την καισαρική τομή, τα 
θηλυκά θανατώνονται, το περιεχόμενο της μήτρας εξετάζεται και τα έμβρυα αξιολογούνται από πλευράς 
ορατών εξωτερικά ανωμαλιών και διαφορών στους μαλακούς ιστούς και στο σκελετό. 

1.5 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.5.1 Επιλογή του είδους του ζώου 

Συνιστάται η δοκιμή να γίνεται στο πλέον σχετικό είδος και να χρησιμοποιούνται τα εργαστηριακά είδη και 
φυλές που χρησιμοποιούνται συνήθως σε δοκιμές προγεννητικής τοξικότητας στην ανάπτυξη. Το προτιμούμενο 
είδος τρωκτικού είναι ο επίμυς και το προτιμούμενο είδος μη τρωκτικού είναι του κουνέλι. Εάν χρησιμοποιηθεί 
κάποιο άλλο είδος, θα πρέπει να παρέχεται και σχετική αιτιολόγηση. 

1.5.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Η θερμοκρασία στο θάλαμο πειραματισμού των ζώων θα πρέπει να είναι 22 °0 (± 3°) για τα τρωκτικά και 18 °0 
(± 3°) για τα κουνέλια. Αν και η σχετική υγρασία θα πρέπει να είναι τουλάχιστον 30% και, κατά προτίμηση, να 
μην υπερβαίνει το 70% εκτός κατά τη διάρκεια του καθαρισμού του θαλάμου, στόχος θα πρέπει να είναι μια 
υγρασία 50-60 %. Ο φωτισμός θα πρέπει να είναι τεχνητός, με εναλλαγή 12 ωρών φωτός και 12 ωρών σκότους. 
Για τη διατροφή, μπορούν να χρησιμοποιούνται συνήθεις εργαστηριακές δίαιτες με απεριόριστη παροχή 
πόσιμου νερού. 

Οι διαδικασίες του ζευγαρώματος θα πρέπει να γίνονται σε κλουβιά κατάλληλα για το σκοπό αυτό. Αν και 
προτιμάται τα ζώα που ζευγαρώνουν να είναι μόνα τους σε ένα κλουβί, η ομαδική συστέγαση σε μικρούς 
αριθμούς είναι και αυτή αποδεκτή. 
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1.5.3 Προετοιμασία των ζώων 

Θα πρέπει να χρησιμοποιούνται υγιή ζώα, τα οποία να έχουν εγκλιματιστεί στις εργαστηριακές συνθήκες για 5 
ημέρες τουλάχιστον και να μην έχουν υποβληθεί σε προηγούμενες πειραματικές διαδικασίες. Τα υπό δοκιμή 
ζώα θα πρέπει να χαρακτηρίζονται ως προς το είδος, τη φυλή, την προέλευση, το φύλο, το βάρος και/ή την 
ηλικία. Τα ζώα όλων των υπό δοκιμή ομάδων θα πρέπει, κατά το δυνατόν, να έχουν ομοιόμορφο βάρος και 
ηλικία. Σε κάθε επίπεδο δόσης, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται νεαρά ενήλικα άτοκα θηλυκά ζώα. Τα θηλυκά 
θα πρέπει να ζευγαρώνουν με αρσενικά του ίδιου είδους και φυλής, ενώ θα πρέπει να αποφεύγεται το 
ζευγάρωμα αμφιθαλών ατόμων. Για τα τρωκτικά, ημέρα 0 της κύησης είναι η ημέρα κατά την οποία 
παρατηρούνται κολπικό βύσμα και/ή σπέρμα. Για τα κουνέλια, ημέρα 0 είναι συνήθως η ημέρα της συνουσίας 
ή της τεχνητής έγχυσης σπέρματος, εφόσον χρησιμοποιείται η τεχνική αυτή. Τα ζευγαρωμένα θηλυκά θα 
πρέπει να εντάσσονται με τυχαίο τρόπο στις ομάδες μαρτυρίας και δοκιμής. Τα κλουβιά θα πρέπει να 
τοποθετούνται με τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιείται το ενδεχόμενο επιδράσεων λόγω της θέσης των 
κλουβιών. Σε κάθε ζώο θα πρέπει να δίνεται ένας αποκλειστικός αριθμός αναγνώρισης. Τα ζευγαρωμένα 
θηλυκά θα πρέπει να εντάσσονται με τυχαίο τρόπο στις ομάδες μαρτυρίας και δοκιμής και, εάν τα θηλυκά είναι 
ζευγαρωμένα σε παρτίδες, τα ζώα σε κάθε παρτίδα θα πρέπει να κατανέμονται ομοιόμορφα στις ομάδες. 
Ομοίως, τα θηλυκά που έχουν γονιμοποιηθεί με τεχνητή έγχυση από το ίδιο αρσενικό, θα πρέπει να 
κατανέμονται ομοιόμορφα στις ομάδες. 

1.6 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1.6.1 Αριθμός και φύλο των ζώων 

Κάθε ομάδα δοκιμής και μαρτυρίας θα πρέπει να περιλαμβάνει επαρκή αριθμό θηλυκών ώστε κατά τη 
νεκροψία να υπάρχουν 20 περίπου θηλυκά με εμφυτεύσεις. Ομάδες με λιγότερα από 16 ζώα με εμφυτεύσεις 
μπορεί να μην είναι κατάλληλες. Η θνησιμότητα των μητέρων δεν ακυρώνει κατ’ ανάγκη τη μελέτη, υπό την 
προϋπόθεση ότι δεν υπερβαίνει το 10% περίπου. 

1.6.2 Ετοιμασία των δόσεων 

Εάν, για τη διευκόλυνση της παροχής της ουσίας, χρησιμοποιείται φορέας ή άλλο πρόσθετο, θα πρέπει να 
εξετάζονται τα ακόλουθα χαρακτηριστικά: οι επιδράσεις στην απορρόφηση, την κατανομή, το μεταβολισμό και 
την κατακράτηση ή απέκκριση της υπό δοκιμή ουσίας, οι επιδράσεις στις χημικές ιδιότητες της υπό δοκιμή 
ουσίας που μπορεί να μεταβάλουν τις τοξικές της ιδιότητες και οι επιδράσεις στην κατανάλωση τροφής ή νερού 
ή της διατροφικής κατάστασης των ζώων. Ο φορέας δεν θα πρέπει να παρουσιάζει τοξικές επιδράσεις στην 
ανάπτυξη, ούτε επιδράσεις στην αναπαραγωγή. 

1.6.3 Δοσολογία 

Κανονικά, η υπό δοκιμή ουσία θα πρέπει να χορηγείται καθημερινά από την εμφύτευση (π.χ., την 5η ημέρα από 
το ζευγάρωμα) μέχρι την ημέρα πριν από την προγραμματιζόμενη καισαρική τομή. Εάν, από υφιστάμενες 
προκαταρκτικές μελέτες, δεν φαίνεται να υπάρχουν ιδιαίτερες πιθανότητες προεμφυτευτικών απωλειών, η 
αγώγι) μπορεί να επεκταθεί ώστε να συμπεριληφθεί ολόκληρη η περίοδος της κύησης, από το ζευγάρωμα μέχρι 
την ημέρα πριν από την προγραμματισμένη θανάτωση. Είναι γνωστό ότι τυχόν ακατάλληλοι χειρισμοί ή 
καταπονήσεις κατά τη διάρκεια της κύησης μπορεί να απολήξουν σε προγεννητικές απώλειες. Για την αποφυγή 
προγεννητικών απωλειών από τιαράγοντες που δεν σχετίζονται με την αγωγή, θα πρέπει να αποφεύγονται μη 
αναγκαίοι χειρισμοί των εγκύων ζώων καθώς και καταπονήσεις από εξωτερικούς παράγοντες όπως π.χ. οι 
θόρυβοι. 

Θα πρέπει να χρησιμοποιούνται τρία τουλάχιστον επίπεδα δόσεων και ένας συντρέχων μάρτυρας. Τα υγιή ζώα 
θα πρέπει να εντάσσονται αβίαστα στις ομάδες μαρτυρίας και δοκιμής. Τα επίπεδα των δόσεων θα πρέπει να 
είναι κλιμακωμένα έτσι ώστε να επέρχεται μια διαβάθμιση των τοξικών επιδράσεων. Εκτός κι αν υπάρχουν 
περιορισμοί λόγω της φυσικής/χημικής φύσεως ή των βιολογικών ιδιοτήτων της υπό δοκιμή ουσίας, η μέγιστη 
δόση θα πρέπει να επιλέγεται με στόχο να προκαλεί κάποια τοξική δράση στην ανάπτυξη και/ή την μητέρα 
(κλινικά σημεία ή μείωση στο βάρος του σώματος) αλλά όχι θάνατο ή σοβαρή ταλαιπωρία. Ένα τουλάχιστον 
ενδιάμεσο επίπεδο δόσης θα πρέπει να επιφέρει κάποια ελάχιστα αντιληπτά τοξικά αποτελέσματα. Το 
μικρότερο επίπεδο δόσης δεν θα πρέπει να παρέχει οποιαδήποτε ένδειξη τοξικής δράσης στη μητέρα ή στην 
ανάπτυξη του εμβρύου. Θα πρέπει να επιλέγεται μια φθίνουσα σειρά επιπέδων δόσεων με σκοπό να γίνεται 
αντιληπτή κάθε απόκριση σχετική με τη δοσολογία και το επίπεδο μη παρατήρησης δυσμενών επιδράσεων 
(ΝΟΑΕΕ). Για τη διαμόρφωση της φθίνουσας σειράς επιπέδων δόσεων, ο καλύτερος συχνά τρόπος είναι η 
χρησιμοποίηση διπλών ή τετραπλών διαστημάτων, ενώ η προσθήκη μιας τέταρτης ομάδας δοκιμής είναι συχνά 
προτιμότερη από τη χρησιμοποίηση πολύ μεγάλων διαστημάτων (π.χ. με συντελεστή άνω του 10) μεταξύ των 
δόσεων. Αν και στόχος είναι ο προσδιορισμός ενός μητρικού ΝΟΑΕΕ, μπορούν να γίνουν δεκτές και μελέτες 
που δεν προσδιορίζουν ένα τέτοιο επίπεδο (1). 
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Τα επίπεδα δόσεων θα πρέπει να επιλέγονται λαμβάνοντας υπόψη όλα τα υπάρχοντα δεδομένα τοξικότητας 
καθώς και πρόσθετα στοιχεία για το μεταβολισμό και την τοξικοκινητικότητα της υπό δοκιμή ουσίας ή 
συναφών ουσιών. Τα στοιχεία αυτά βοηθούν επίσης και στην κατάδειξη της καταλληλότητας της δοσολογικής 
αγωγής. 

Θα πρέπει να χρησιμοποιείται μια συντρέχουσα ομάδα μαρτύρων. Η ομάδα αυτή θα πρέπει να συνίσταται σε 
μια κατ’ επίφαση υποβληθείσα σε αγωγή ομάδα μαρτύρων ή ομάδα με μάρτυρες στους οποίους έχει χορηγηθεί 
φορέας εφόσον, για τη χορήγηση της υπό δοκιμή ουσίας, χρησιμοποιείται φορέας. Σε όλες τις ομάδες θα πρέπει 
να χορηγείται η ίδια ποσότητα ουσίας υπό δοκιμή ή φορέα. Η μεταχείριση των ζώων στην ή στις ομάδες 
μαρτύρων θα πρέπει να είναι ίδια με εκείνη των ζώων των ομάδων δοκιμής. Στις ομάδες μαρτυρίας με χρήση 
φορέα, ο φορέας θα πρέπει να χορηγείται στη μέγιστη χρησιμοποιούμενη ποσότητα (όπως και στην ομάδα 
αγωγής με τη χαμηλότερη δόση). 

1.6.4 Δοκιμή ορίου 

Εάν δοκιμή με ένα μόνο επίπεδο δόσης τουλάχιστον 1000 ιη§/Ε§ βάρους σώματος/ημέρα από το στόμα, 
χρησιμοποιώντας τις διαδικασίες που περιγράφονται για την παρούσα μελέτη, δεν εμφανίζει κάποια αντιληπτή 
τοξική δράση στα κυοφορούντο ζώα ή στους γόνους τους και εφόσον, από τα υφιστάμενα δεδομένα (π.χ. από 
ουσίες με παρόμοια δομή και/ή μεταβολισμό), δεν αναμένεται η εμφάνιση τέτοιας δράσης, τότε μπορεί να 
κριθεί ως μη αναγκαία η διενέργεια πλήρους μελέτης με τρία επίπεδα δόσεων. Από την αναμενόμενη έκθεση 
του ανθρώπου μπορεί να εκπορευθεί η ανάγκη χρησιμοποίησης υψηλότερου επιπέδου δόσης από το στόμα στη 
δοκιμή ορίου. Σε άλλους τρόπους χορήγησης, όπως η εισπνοή ή η δερματική επίθεση, από τις φυσικοχημικές 
ιδιότητες της υπό δοκιμή ουσίας μπορεί, συχνά, να υπάρχουν κάποιες ενδείξεις ή περιορισμοί ως προς το 
μέγιστο εφικτό επίπεδο έκθεσης (π.χ., η δερματική επίθεση δεν θα πρέπει να προκαλεί σοβαρή τοπική 
τοξικότητα). 

1.6.5 Χορήγη ση δόσεων 

Η υπό δοκιμή ουσία ή φορέας χορηγείται, συνήθως, από το στόμα με διασωλήνωση. Εάν χρησιμοποιηθεί 
κάποια άλλη οδός χορήγησης, ο ερευνητής θα πρέπει να αναφέρει τους λόγους και να αιτιολογεί την επιλογή 
του, ενώ μπορεί να χρειάζονται κάποιες κατάλληλες τροποποιήσεις (2)(3)(4). Η υπό δοκιμή ουσία θα πρέπει να 
χορηγείται την ίδια ώρα περίπου κάθε μέρα. 

Η δόση στα επιμέρους ζώα θα πρέπει κανονικά να βασίζεται στον πλέον πρόσφατο προσδιορισμό του βάρους 
του σώματος κάθε ζώου. Ωστόσο, θα πρέπει να δίδεται ιδιαίτερη προσοχή όταν η προσαρμογή της δόσης 
γίνεται κατά τη διάρκεια του τελευταίου τριμήνου της κυήσεως. Για την επιλογή των δόσεων θα πρέπει να 
χρησιμοποιούνται υφιστάμενα δεδομένα για την παρεμπόδιση εμφάνισης φαινομένων υπερβολικής τοξικότητας 
στη μητέρα. Ωστόσο, εάν στις υπό αγωγή μητέρες παρατηρηθούν φαινόμενα υπερβολικής τοξικότητας, τα ζώα 
αυτά θα πρέπει να θανατώνονται με ανθρωπιστικό τρόπο. Εάν κάποια κυοφορούντα ζώα δείχνουν σημεία 
υπερβολικής τοξικότητας, θα πρέπει να λαμβάνεται μέριμνα τερματισμού της δοκιμή στη δοσολογική αυτή 
ομάδα. Οταν η ουσία χορηγείται με καθετήρα δια του στόματος, αυτή θα πρέπει κατά προτίμηση να δίδεται ως 
εφάπαξ δόση στα ζώα χρησιμοποιώντας στομαχικό σωλήνα ή κατάλληλο σωλήνα διασωλήνωσης. Ο μέγιστος 
όγκος υγρού που μπορεί να χορηγείται άπαξ εξαρτάται από το μέγεθος του υπό δοκιμή ζώου. Ο όγκος δεν θα 
πρέπει να υπερβαίνει το ΙιηΙ/100 § βάρους σώματος, εκτός στην περίπτωση υδατικών διαλυμάτων όπου 
μπορούν να χρησιμοποιούνται 2 ιηΙ/100 § βάρους σώματος. Οταν ως φορέας χρησιμοποιείται αραβοσιτέλαιο, 
ο όγκος δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα 0,4 ιηΙ/100 § βάρους σώματος. Η διακύμανση στον όγκο δοκιμής θα 
πρέπει να ελαχιστοποιείται προσαρμόζοντας τις συγκεντρώσεις ώστε να διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε όλα 
τα επίπεδα δόσεων. 

1.6.6 Παρατήρηση των μητέρων 

Μια φορά τουλάχιστον την ημέρα θα πρέπει να γίνονται και να καταγράφονται κλινικές παρατηρήσεις, κατά 
προτίμηση την ίδια ή τις ίδιες χρονικές στιγμές κάθε μέρα, λαμβάνοντας υπόψη την περίοδο κορύφωσης των 
προβλεπόμενων επιδράσεων μετά τη χορήγηση. Η κατάσταση των ζώων θα πρέπει να καταγράφεται 
συμπεριλαμβανομένης της θνησιμότητας, των ετοιμοθανάτων, των σχετικών αλλαγών στη συμπεριφορά και 
όλων των σημείων έκδηλης τοξικότητας. 

1.6.7 Βάρος σώματος και κατανάλωση τροφής 

Τα ζώα θα πρέπει να ζυγίζονται την ημέρα 0 της κυήσεως ή το αργότερο την 3η ημέρα της κυήσεως εάν τα ζώα 
που ζευγαρώνουν τα προμηθεύει εξωτερικός τροφέας, την πρώτη ημέρα της χορήγησης, τουλάχιστον κάθε 3 
ημέρες κατά τη διάρκεια της περιόδου χορήγησης και την ημέρα της προγραμματισμένης θανάτωσης. 
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1 . 6.8 


1.6.9 


1 . 6.10 


Η κατανάλωση τροφής θα πρέπει να καταγράφεται ανά διαστήματα τριών ημερών και θα πρέπει να συμπίπτει 
με τις ημέρες προσδιορισμού του βάρους του σώματος. 

Μεταθανάτιος εξέταση 

Τα θηλυκά θα πρέπει να θανατώνονται μια ημέρα πριν από την αναμενόμενη ημέρα του τοκετού. Θηλυκά τα 
οποία εμφανίζουν σημεία αποβολής ή προώρου τοκετού πριν από την προγραμματισμένη θανάτωση θα πρέπει 
να θανατώνονται και να υποβάλλονται σε επισταμένη μακροσκοπική εξέταση. 

Σε περίπτωση τερματισμού ή θανάτου κατά τη διάρκεια της μελέτης, η μητέρα θα πρέπει να εξετάζεται 
μακροσκοπικά για τυχόν ανατομικές ανωμαλίες ή παθολογικές αλλαγές. Η αξιολόγηση των μητέρων κατά τη 
διάρκεια της καισαρικής τομής και οι μεταγενέστερες αναλύσεις του διαμορφωμένου εμβρύου θα πρέπει να 
διεξάγονται κατά προτίμηση χωρίς να είναι γνωστή η ομάδα δοκιμής για την ελαχιστοποίηση μεροληπτικών 
συμπερασ μάτων. 

Εξέταση του περιεχομένου της μήτρας 

Αμέσως μετά τον τερματισμό ή το συντομότερο δυνατό μετά το θάνατο, οι μήτρες θα πρέπει να αφαιρούνται 
και να διαπιστώνεται η κατάσταση κυήσεως των ζώων. Μήτρες που δεν εμφανίζονται σε έγγυο κατάσταση θα 
πρέπει να εξετάζονται περαιτέρω (π.χ. με χρώση θειούχου αμμωνίου για τα τρωκτικά και με χρώση δαίβινείά ή 
κατάλληλη εναλλακτική μέθοδο για τα κουνέλια) για την επιβεβαίωση της μη εγγύου καταστάσεως (5). 

Οι έγγυοι μήτρες, συμπεριλαμβανομένου του τραχήλου, θα πρέπει να ζυγίζονται. Βάρη εγγύων μητρών δεν θα 
πρέπει να λαμβάνονται από ζώα που ανευρέθησαν νεκρά κατά τη διάρκεια της μελέτης. 

Στα έγγυα ζώα θα πρέπει να προσδιορίζεται ο αριθμός των ωχρών σωματίων. 

Το περιεχόμενο των μητρών θα πρέπει να εξετάζεται ως προς τον αριθμό των θανάτων εμβρύων ή 
διαμορφωμένων εμβρύων και βιώσιμων διαμορφωμένων εμβρύων. Θα πρέπει να περιγράφεται ο βαθμός της 
απορρόφησης για να εκτιμάται ο σχετικός χρόνος θανάτου του κυήματος (βλ. τμήμα 1.2). 

Εξέταση διαμορφωμένων εμβρύων 

Θα πρέπει να προσδιορίζεται το φύλο και το σωματικό βάρος κάθε διαμορφωμένου εμβρύου. 

Κάθε διαμορφωμένο έμβρυο θα πρέπει να εξετάζεται για εξωτερικές αλλοιώσεις (6). 

Τα διαμορφωμένα έμβρυα θα πρέπει να εξετάζονται για σκελετικές αλλοιώσεις και αλλοιώσεις του μαλακού 
ιστού (π.χ. παρεκκλίσεις και δυσπλασίες ή ανωμαλίες) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) 
(19) (20) (21) (22) (23) (24). Είναι επιθυμητή, αλλά όχι και απαιτητή, η κατηγοριοποίηση των αλλοιώσεων των 
διαμορφωμένων εμβρύων. Εφόσον γίνει κατηγοριοποίηση, θα πρέπει να δηλώνονται σαφώς τα κριτήρια 
καθορισμού κάθε κατηγορίας. Ιδιαίτερη προσοχή θα πρέπει να δίνεται στο αναπαραγωγικό σύστημα, το οποίο 
θα πρέπει να εξετάζεται για τυχόν ύπαρξη σημείων ανώμαλης ανάπτυξης. 

Στην περίπτωση των τρωκτικών, θα πρέπει να ετοιμάζεται και να εξετάζεται το ήμισυ κάθε γέννας για 
σκελετικές αλλοιώσεις. Τα υπόλοιπα θα πρέπει να ετοιμάζονται και να εξετάζονται για αλλοιώσεις του 
μαλακού ιστού, χρησιμοποιώντας αποδεκτές ή κατάλληλες μεθόδους σειριακής τομής ή προσεκτικές τεχνικές 
αδρής εκτομής. 

Στην περίπτωση μη τρωκτικών, π.χ. κουνέλια, όλα τα διαμορφωμένα έμβρυα θα πρέπει να εξετάζονται τόσο για 
σκελετικές, όσο και για αλλοιώσεις του μαλακού ιστού. Τα σώματα των διαμορφωμένων αυτών εμβρύων 
αξιολογούνται με προσεκτική έκτο μη για τυχόν αλλοιώσεις του μαλακού ιστού, συμπεριλαμβανομένων 
ενδεχομένως και διαδικασιών για περαιτέρω αξιολόγηση της εσωτερικής καρδιακής κατασκευής (25). Τα 
κεφάλια του ημίσεος αριθμού των διαμορφωμένων εμβρύων που εξετάζονται με τον τρόπο αυτό θα πρέπει να 
αφαιρούνται και να υποβάλλονται σε επεξεργασία για αξιολόγηση τυχόν αλλοιώσεων του μαλακού ιστού 
(συμπεριλαμβανομένων των οφθαλμών, του εγκεφάλου, των ρινικών διόδων και της γλώσσας), 
χρησιμοποιώντας τυποποιημένες μεθόδους σειριακής τομής (26) ή κάποια εξίσου ευαίσθητη μέθοδο. Τα 
σώματα των διαμορφωμένων αυτών εμβρύων και τα υπόλοιπα άθικτα διαμορφωμένα έμβρυα θα πρέπει να 
υποβάλλονται σε επεξεργασία και να εξετάζονται για σκελετικές αλλοιώσεις, χρησιμοποιώντας τις ίδιες 
μεθόδους με εκείνες που περιγράφτηκαν για τα τρωκτικά. 
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2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 


Τα δεδομένα θα αναφέρονται κατ’ άτομο για τις μητέρες καθώς και για τους γόνους τους και θα συνοψίζονται 
σε μορφή πινάκων, εμφαίνοντας για κάθε ομάδα δοκιμής τον αριθμό των ζώων στην αρχή της δοκιμής, τον 
αριθμό των ζώων που βρέθηκαν νεκρά κατά τη διάρκεια της δοκιμής ή θανατώθηκαν για ανθρωπιστικούς 
λόγους, τη χρονική στιγμή κάθε θανάτου ή ανθρωπιστικής θανάτωσης, τον αριθμό των εγγύων θηλυκών, τον 
αριθμό των ζώων που εμφάνισαν σημεία τοξικότητας, μια περιγραφή των παρατηρηθέντων σημείων 
τοξικότητας, συμπεριλαμβανομένης της χρονικής στιγμής εμφάνισης, της διάρκειας και της σοβαρότητας κάθε 
τοξικού αποτελέσματος, τους τύπους των παρατηρήσεων στα έμβρυα/διαμορφωμένα έμβρυα και κάθε σχετικό 
στοιχείο για τις γέννες. 

Τα αριθμητικά αποτελέσματα θα πρέπει να αξιολογούνται με κατάλληλη στατιστική μέθοδο χρησιμοποιώντας 
τη γέννα ως μονάδα για ανάλυση δεδομένων. Θα πρέπει να χρησιμοποιείται μια γενικώς αποδεκτή στατιστική 
μέθοδος. Οι στατιστικές μέθοδοι θα πρέπει να επιλέγονται ως τμήμα του σχεδιασμού της μελέτης και θα πρέπει 
να αιτιολογούνται. Θα πρέπει, επίσης, να αναφέρονται και στοιχεία από ζώα τα οποία δεν επιβιώνουν μέχρι την 
προγραμματισμένη θανάτωση. Τα στοιχεία αυτά μπορούν να περιλαμβάνονται στους μέσους όρους της ομάδας, 
όπου είναι σκόπιμο. Η σπουδαιότητα των στοιχείων που λαμβάνονται από τέτοια ζώα και, συνεπώς, η λήψη 
υπόψη ή ο αποκλεισμός τους από τον ή τους μέσους όρους για κάθε ομάδα, θα πρέπει να αιτιολογείται και να 
κρίνεται σε ατομική βάση. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Τα ευρήματα της μελέτης της προγεννητικής τοξικότητας στην ανάπτυξη θα πρέπει να αξιολογούνται από 
πλευράς παρατηρούμενων αποτελεσμάτων. Στην αξιολόγηση πρέπει να περιλαμβάνονται οι ακόλουθες 
πληροφορίες: 

αποτελέσματα των δοκιμών στις μητέρες και στα έμβρυα/διαμορφωμένα έμβρυα, 
συμπεριλαμβανομένης αξιολόγησης της σχέσης, ή της έλλειψης σχέσεως, μεταξύ της έκθεσης των 
ζώων στην υπό δοκιμή ουσία και της συχνότητας και σοβαρότητας όλων των ευρημάτων, 

— κριτήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την κατηγοριοποίηση εξωτερικών και σκελετικών αλλοιώσεων ή 
αλλοιώσεων του μαλακού ιστού των διαμορφωμένων εμβρύων, εφόσον έχει γίνει τέτοια 
κατηγο ριοποίηση, 

— εφόσον είναι σκόπιμο, ιστορικά μαρτυρικά στοιχεία για ενίσχυση της ερμηνείας των αποτελεσμάτων 
της μελέτης, 

— οι αριθμοί που χρησιμοποιήθηκαν στον υπολογισμό όλων των ποσοστών ή δεικτών, 

— κατάλληλη στατιστική ανάλυση των ευρημάτων της μελέτης, όπου είναι σκόπιμο, στην οποία θα 
πρέπει να περιλαμβάνονται επαρκείς πληροφορίες για τη μέθοδο αναλύσεως, έτσι ώστε να μπορεί να 
γίνει επαναξιολόγηση και ανασκευή της ανάλυσης από ανεξάρτητο αναθεωρητή/στατιστικολόγο. 

Σε κάθε μελέτη που δείχνει απουσία τυχόν τοξικών επιδράσεων, θα πρέπει να εξετάζεται το ενδεχόμενο 
διενέργειας περαιτέρω ερευνών για εντοπισμό της απορρόφησης και βιοδιαθεσιμότητας της υπό δοκιμή ουσίας. 

2.3 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Η διενέργεια μελέτης προγεννητικής τοξικότητας στην ανάπτυξη παρέχει πληροφορίες για τα αποτελέσματα 
επανειλημμένης έκθεσης σε μια ουσία κατά τη διάρκεια της κύησης στις μητέρες και στην εντός της μήτρας 
ανάπτυξη των γόνων τους. Τα αποτελέσματα της μελέτης θα πρέπει να ερμηνεύονται σε συνδυασμό με τα 
ευρήματα από μελέτες υποχρόνιας τοξικότητας, αναπαραγωγής, τοξικοκινητικής και άλλες μελέτες. Αφού 
δίνεται έμφαση τόσο στη γενική τοξικότητα από πλευράς μητρικής τοξικότητας όσο και στα τελικά τοξικά 
αποτελέσματα στην ανάπτυξη, τα αποτελέσματα της μελέτης επιτρέπουν σε ένα ορισμένο βαθμό να γίνει 
διάκριση μεταξύ των αποτελεσμάτων στην ανάπτυξη που επέρχονται απουσία γενικής τοξικότητας και εκείνων 
που προκαλούνται μόνον σε επίπεδα τα οποία είναι τοξικά και στη μητέρα (27). 
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3 ΕΚΘΕΣΗ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Στην έκθεση δοκιμής θα πρέπει να περιλαμβάνονται οι ακόλουθες ειδικές πληροφορίες: 

Υπό δοκιμή ουσία: 

— φυσική κατάσταση και, όπου είναι σκόπιμο, φυσικοχημικές ιδιότητες 

— ταυτοποίηση, συμπεριλαμβανομένου του αριθμού ΟΑ8, αν είναι γνωστός/υπάρχει 

— καθαρότητα 

Φορέας (αν χρησιμοποιείται): 

— αιτιολόγηση επιλογής του συγκεκριμένου φορέα, αν είναι άλλος από νερό 
Υπό δοκιμή ζώα: 

— χρησιμοποιούμενο είδος και φυλή 

— αριθμός και ηλικία των ζώων 

— προέλευση, συνθήκες στέγασης, διαιτολόγιο, κλπ 

— επιμέρους βάρη ζώων κατά την έναρξη της δοκιμής 

Συνθήκες δοκιμής: 

— λογική αιτιολόγηση της επιλογής των επιπέδων δόσεων 

— λεπτομέρειες για το παρασκεύασμα της υπό δοκιμή ουσίας/τροφής, επιτυγχανόμενη συγκέντρωση, 
σταθερότητα και ομοιογένεια του παρασκευάσματος 

— λεπτομέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιμή ουσίας 

— αναγωγή από τη συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας στην τροφή/πόσιμο νερό (ρρηι) στην 
πραγματική δόση (ηι§/λ§ βάρους σώματος/ημέρα), εφόσον γίνεται 

— περιβαλλοντικές συνθήκες 

— λεπτομέρειες ποιότητας τροφής και νερού 

Αποτελέσματα: 

Στοιχεία σχετικά με τη μητρική τοξική απόκριση κατά δόση, στα οποία πρέπει να 
συμπεριλαμβάνονται, χωρίς αυτό να αποκλείει την αναφορά και άλλων στοιχείων: 

— ο αριθμός των ζώων στην έναρξη της δοκιμής, ο αριθμός των επιβιωσάντων ζώων, ο αριθμός των 
εγγύων και ο αριθμός των αποβολών, καθώς και ο αριθμός των ζώων με πρόωρο τοκετό 

— η ημέρα θανάτου κατά τη διάρκεια της μελέτης ή αν τα ζώα επέζησαν μέχρι τέλος 

— στοιχεία από ζώα που δεν επιβιώνουν μέχρι την προγραμματισμένη θανάτωση θα πρέπει να 
αναφέρονται αλλά να μην περιλαμβάνονται στις στατιστικές συγκρίσεις μεταξύ ομάδων 

— η ημέρα παρατήρησης κάθε μη φυσιολογικού κλινικού σημείου και η εν συνεχεία εξέλιξη 

— τα σωματικά βάρη, η μεταβολή των σωματικών βαρών και των βαρών εγγύων μητρών 
συμπεριλαμβανομένων, ενδεχομένως, και των μεταβολών σωματικών βαρών διορθωμένων βάσει 
του βάρους των εγγύων μητρών, 

— η κατανάλωση τροφής και, εφόσον μετριόταν, και η κατανάλωση νερού 

— τα ευρήματα της νεκροψίας, συμπεριλαμβανομένου του βάρους των μητρών 

— θα πρέπει να αναφέρονται οι τιμές ΝΟΑΕΕ για τη μητρική και αναπτυξιακή τοξικότητα. 

Αναπτυξιακά τελικά σημεία κατά δόση για γέννες με εμφυτεύματα, συμπεριλαμβανομένων: 

— του αριθμού των ωχρών σωματίων 

— του αριθμού των εμφυτεύσεων, του αριθμού και του ποσοστού των ζώντων και νεκρών 
διαμορφωμένων εμβρύων και απορροφήσεων 

— του αριθμού και ποσοστού των προ και μετά εμφύτευση απωλειών 

Αναπτυξιακά τελικά σημεία κατά δόση για γέννες με ζώντα διαμορφωμένα έμβρυα, 
συμπεριλαμβανο μένων: 

— του αριθμού και ποσοστού των ζώντων γόνων 

— της αναλογίας μεταξύ φύλων 

του βάρους του σώματος των διαμορφωμένων εμβρύων, κατά προτίμηση κατά φύλο και ασχέτως 
φύλου 

— των εξωτερικών, σκελετικών και δυσπλασιών του μαλακού ιστού και άλλων σχετικών 
αλλοιώσεων 

— των κριτηρίων κατηγοριοποίησης, αν έγινε 

— του συνολικού αριθμού και ποσοστού διαμορφωμένων εμβρύων και γεννών με εξωτερικές, 
σκελετικές ή αλλοιώσεις του μαλακού ιστού, καθώς επίσης και των τύπων και συχνότητας 
επιμέρους ανωμαλιών και άλλων σχετικών αλλοιώσεων. 

Συζήτηση των αποτελεσμάτων. 


Συ μπεράσματα. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Ζ 


Β.35. ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΣΤΗΝ ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ ΑΥΟ ΓΕΝΕΩΝ 


1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος αποτελεί αναπαραγωγή της ΟΕΟϋ ΤΟ 416 (2001). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής στην αναπαραγωγή δύο γενεών σχεδιάστηκε για την παροχή γενικών 
πληροφοριών σχετικά με τα αποτελέσματα μιας υπό δοκιμή ουσίας στην ακεραιότητα και συμπεριφορά των 
αναπαραγωγικών συστημάτων αρσενικών και θηλυκών, συμπεριλαμβανομένης της λειτουργίας των γονάδων, 
του κύκλου του οίστρου, των επιδόσεων στο ζευγάρωμα, της σύλληψης, της κύησης, του τοκετού, της 
γαλουχίας και του απογαλακτισμού, καθώς και της αύξησης και ανάπτυξης των γόνων. Η μελέτη μπορεί επίσης 
να παράσχει πληροφορίες και για τις επιδράσεις της υπό δοκιμή ουσίας στη νοσηρότητα των νεογνών, τη 
θνησιμότητα, καθώς και προκαταρκτικά στοιχεία για την προ- και μεταγεννητική τοξικότητα στην ανάπτυξη 
και να χρησιμεύσει ως οδηγός για μεταγενέστερες δοκιμές. Εκτός από τη μελέτη της αύξησης και ανάπτυξης 
της γενεάς Ε1, η παρούσα μέθοδος δοκιμής αποσκοπεί και στην αξιολόγηση της ακεραιότητας και 
συμπεριφοράς των αρσενικών και θηλυκών συστημάτων αναπαραγωγής, καθώς και της αύξησης και 
ανάπτυξης της γενεάς Ε2. Για περαιτέρω πληροφορίες σχετικά με την τοξικότητα στην ανάπτυξη και τις 
λειτουργικές ανεπάρκειες μπορεί, ή στο παρόν πρωτόκολλο να ενταχθούν πρόσθετα τμήματα μελέτης, 
στηριζόμένα, ανάλογα, στις μεθόδους για την τοξικότητα και/ή την νευροτοξικότητα στην ανάπτυξη, ή τα 
τελικά αυτά σημεία μπορούν να μελετηθούν σε ξεχωριστές μελέτες, χρησιμοποιώντας τις κατάλληλες μεθόδους 
δοκιμής. 

1.2 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται σε διαβαθμισμένες δόσεις σε ορισμένες ομάδες αρσενικών και θηλυκών. Στα 
αρσενικά της γενεάς Ρ η χορήγηση θα πρέπει να γίνεται κατά τη διάρκεια της αύξησης και για ένα τουλάχιστον 
πλήρη σπερματογενετικό κύκλο (περίπου 56 ημέρες στους ποντικούς και 70 ημέρες στους επίμυες) για τη 
διαπίστωση τυχόν δυσμενών επιδράσεων στη σπερματογένεση. Οι επιδράσεις στο σπέρμα προσδιορίζονται από 
έναν αριθμό παραμέτρων του σπέρματος (π.χ., μορφολογία και κινητικότητα του σπέρματος) και στην 
παρασκευή και λεπτομερή ιστοπαθολογία του ιστού. Εάν, από προηγούμενη μελέτη επαναλαμβανόμενων 
δόσεων ικανής διάρκειας, υπάρχουν διαθέσιμα στοιχεία για τη σπερματογένεση, π.χ. κάποια μελέτη 90 ημερών, 
τα αρσενικά της γενεάς Ρ δεν χρειάζεται να περιληφθούν στην αξιολόγηση. Συνιστάται, ωστόσο, δείγματα ή 
ψηφιακές καταγραφές σπέρματος της γενεάς Ρ να φυλλάσσονταη για να μπορεί να γίνει αργότερα αξιολόγηση. 
Στα θηλυκά της γενεάς Ρ θα πρέπει να γίνεται χορήγηση κατά τη διάρκεια της αύξησης και για μερικούς 
πλήρεις κύκλους οίστρου για τον εντοπισμό τυχόν δυσμενών επιδράσεων στην κανονικότητα του κύκλου από 
την υπό δοκιμή ουσία. Η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται σε γονικά ζώα (Ρ) κατά τη διάρκεια του ζευγαρώματος 
τους, κατά τη διάρκεια της επακολουθούσης κυήσεως και μέχρι τον απογαλακτισμό των γόνων τους Ρ1. Στον 
απογαλακτισμό, η χορήγηση της ουσίας συνεχίζεται στους γόνους Ρ1 κατά τη διάρκεια της ανάπτυξής τους σε 
ενήλικα άτομα, στο ζευγάρωμα και στην παραγωγή της γενεάς Ρ2, μέχρις ότου η γενεά Ρ2 απογαλακτιστεί. 

Σε όλα τα ζώα γίνονται κλινικές παρατηρήσεις και παθολογικές εξετάσεις για τυχόν σημεία τοξικότητας με 
ιδιαίτερη έμφαση σε επιδράσεις στην ακεραιότητα και επιδόσεις των αρσενικών και θηλυκών αναπαραγωγικών 
συστημάτων και στην αύξηση και ανάπτυξη των γόνων. 


1.3 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.3.1 Επιλογή του είδους του ζώου 

Για τις δοκιμές προτιμούνται οι επίμυες. Εφόσον χρησιμοποιηθεί άλλο είδος, θα πρέπει να δίδεται σχετική 
αιτιολόγηση και να επιφέρονται οι κατάλληλες αναγκαίες τροποποιήσεις. Δεν θα πρέπει να χρησιμοποιούνται 
φυλές με χαμηλή γονιμότητα ή γνώση) υψηλή συχνότητα εμφάνισης αναπτυξιακών ελαττωμάτων. Κατά την 
έναρξη της μελέτης, οι διακυμάνσεις στα βάρη των χρησιμοποιούμενων ζώων θα πρέπει να είναι ελάχιστες και 
να μην υπερβαίνουν το 20% του μέσου βάρους κάθε φύλου. 
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1.3.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Η θερμοκρασία στο θάλαμο πειραματισμού των ζώων θα πρέπει να είναι 22°0 (± 3°). Αν και η σχετική 
υγρασία θα πρέπει να είναι τουλάχιστον 30% και, κατά προτίμηση, να μην υπερβαίνει το 70% εκτός κατά τη 
διάρκεια του καθαρισμού του θαλάμου, στόχος θα πρέπει να είναι μια υγρασία 50-60 %. Ο φωτισμός θα 
πρέπει να είναι τεχνητός, με εναλλαγή 12 ωρών φωτός και 12 ωρών σκότους. Για τη διατροφή, μπορούν να 
χρησιμοποιούνται συνήθη εργαστηριακά διαιτολόγια με απεριόριστη παροχή πόσιμου νερού. Η επιλογή του 
διαιτολογίου μπορεί να εξαρτηθεί από την ανάγκη διασφάλισης κατάλληλου προσμείγματος της υπό δοκιμή 
ουσίας όταν χορηγείται με τη μέθοδο αυτή. 

Τα ζώα μπορούν να στεγάζονται κατ’ άτομο ή να είναι σε κλουβιά σε μικρές ομάδες του ίδιου φύλου. Οι 
διαδικασίες του ζευγαρώματος θα πρέπει να γίνονται σε κλουβιά κατάλληλα για το σκοπό αυτό. Μετά τη 
συνουσία, τα ζευγαρωμένα θηλυκά πρέπει να τοποθετούνται μόνα τους σε κλουβιά τοκετού ή μητρότητας. Οι 
ζευγαρωμένοι επίμυες μπορούν, επίσης, να στεγάζονται σε μικρές ομάδες και να χωρίζονται μια ή δύο ημέρες 
πριν από τον τοκετό. Στα ζευγαρωμένα ζώα πρέπει να παρέχονται κατάλληλα και καθορισμένα υλικά 
δημιουργίας φωλιών όταν πλησιάζει ο τοκετός. 

1.3.3 Προετοιμασία των ζώων 

Θα πρέπει να χρησιμοποιούνται υγιή νεαρά ζώα, τα οποία να έχουν εγκλιματιστεί στις εργαστηριακές συνθήκες 
για 5 ημέρες τουλάχιστον και να μην έχουν υποβληθεί σε προηγούμενες πειραματικές διαδικασίες. Τα υπό 
δοκιμή ζώα θα πρέπει να χαρακτηρίζονται ως προς το είδος, τη φυλή, την προέλευση, το φύλο, το βάρος και/ή 
την ηλικία. Αν κάποια από τα ζώα είναι αμφιθαλή, αυτό θα πρέπει να είναι γνωστό για να αποφεύγεται το 
ζευγάρωμα αμφιθαλών ατόμων. Τα ζώα θα πρέπει να εντάσσονται με τυχαίο τρόπο στις ομάδες μαρτυρίας και 
δοκιμής (συνιστάται η διαβάθμιση κατά σωματικό βάρος). Τα κλουβιά θα πρέπει να τοποθετούνται με τέτοιο 
τρόπο ώστε να ελαχιστοποιείται το ενδεχόμενο επιδράσεων λόγω της θέσης των κλουβιών. Σε κάθε ζώο θα 
πρέπει να δίνεται ένας αποκλειστικός αριθμός αναγνώρισης. Για τη γενεά Ρ, αυτό θα πρέπει να γίνεται πριν από 
την έναρξη της χορήγησης. Για τη γενεά Ρ1, αυτό θα πρέπει να γίνεται στον απογαλακτισμό σε ζώα που 
επιλέγονται για ζευγάρωμα. Για όλα τα επιλεγόμενα ζώα Ρ1, θα πρέπει να τηρούνται αρχεία εμφαίνοντα τη 
γέννα προέλευσης. Επιπλέον, συνιστάται η κατ’ άτομο αναγνώριση των νεογνών αμέσως μετά τη γέννηση, 
εφόσον προ βλέπεται το ατομικό ζύγισμα των νεογνών ή τυχόν λειτουργικές δοκιμές. 

Τα γονικά (Ρ) ζώα πρέπει να είναι ηλικίας περίπου 5 έως 9 εβδομάδων κατά την έναρξη της χορήγησης. Τα ζώα 
όλων των ομάδων δοκιμής πρέπει, κατά το δυνατόν, να έχουν ομοιόμορφο βάρος και ηλικία. 


1.4 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1.4.1 Αριθμός και φύλο των ζώων 

Κάθε ομάδα δοκιμής και μαρτυρίας θα πρέπει να περιλαμβάνει ικανό αριθμό ζώων ώστε τα έγγυα θηλυκά ζώα 
που θα φθάσουν σε τοκετό ή πλησίον του τοκετού να μην είναι, κατά προτίμηση, λιγότερα από 20. Στην 
περίπτωση ουσιών που προκαλούν ανεπιθύμητα αποτελέσματα σχετιζόμενα με την αγωγή (π.χ. στειρότητα, 
υπερβολική τοξικότητα στην υψηλή δόση), αυτό μπορεί να μην είναι δυνατόν. Στόχος είναι η επίτευξη ικανού 
αριθμού κυήσεων ώστε να διασφαλιστεί η με σημαντικότητα αξιολόγηση των δυνατοτήτων της ουσίας να 
επηρεάσει τη γονιμότητα, την κύηση και τη μητρική συμπεριφορά και θηλασμό, την αύξηση και ανάπτυξη των 
γόνων Ρ1 από τη σύλληψη μέχρι την ωριμότητα, και την ανάπτυξη των γόνων τους (Ρ2) μέχρι τον 
απογαλακτισμό. Συνεπώς, τυχόν αδυναμία επίτευξης του επιθυμητού αριθμού εγγύων ζώων (δηλ. 20) δεν 
ακυρώνει, κατ’ ανάγκη, τη μελέτη και θα πρέπει να αξιολογείται κατά περίπτωση. 

1.4.2 Ετοιμασία των δόσεων 


Συνιστάται η υπό δοκιμή ουσία να χορηγείται από το στόμα (με την τροφή, το πόσιμο νερό ή με 
διασωλήνωση), εκτός κι αν θεωρείται ως καταλληλότερη κάποια άλλη οδός χορήγησης (π.χ. από το δέρμα ή με 
εισπνοή). 


Οταν είναι αναγκαίο, η υπό δοκιμή ουσία διαλύεται ή λαμβάνει τη μορφή εναιωρήματος σε κατάλληλο φορέα. 
Συνιστάται, οσάκις είναι δυνατό, να εξετάζεται πρώτα η δυνατότητα χρήσης υδατικού 
διαλύματος/εναιωρήματος, κατόπιν το ενδεχόμενο διαλύματος/γαλακτώματος σε λάδι (π.χ. αραβοσιτέλαιο) και, 
τέλος, η χρήση διαλύματος σε άλλους φορείς. Για φορείς άλλους εκτός από το νερό, πρέπει να είναι γνωστά τα 
τοξικά χαρακτηριστικά του φορέα. Θα πρέπει να προσδιορίζεται η σταθερότητα της υπό δοκιμή ουσίας στο 
φορέα. 
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1.4.3 Δοσολογία 


Θα πρέπει να χρησιμοποιούνται τρία τουλάχιστον επίπεδα δόσεων και ένας συντρέχων μάρτυρας. Εκτός κι αν 
υπάρχουν περιορισμοί λόγω της φυσικής/χημικής φύσεως ή των βιολογικών ιδιοτήτων της υπό δοκιμή ουσίας, 
η μέγιστη δόση θα πρέπει να επιλέγεται με στόχο να προκαλεί κάποια τοξική δράση αλλά όχι θάνατο ή σοβαρή 
ταλαιπωρία. Σε περίπτωση μη αναμενόμενης θνησιμότητας, μελέτες με δείκτη θνησιμότητας μικρότερο από το 
10% περίπου στα γονικά (Ρ) ζώα είναι κανονικά αποδεκτές. Θα πρέπει να επιλέγεται μια φθίνουσα σειρά 
επιπέδων δόσεων με σκοπό την κατάδειξη κάθε απόκρισης σχετικής με τη δοσολογία και του επιπέδου μη 
παρατήρησης δυσμενών επιδράσεων (ΝΟΑΕΕ). Για τη διαμόρφωση της φθίνουσας σειράς επιπέδων δόσεων, ο 
καλύτερος συχνά τρόπος είναι η χρησιμοποίηση διπλών ή τετραπλών διαστημάτων, ενώ η προσθήκη μιας 
τέταρτης ομάδας δοκιμής είναι συχνά προτιμότερη από τη χρησιμοποίηση πολύ μεγάλων διαστημάτων (π.χ. με 
συντελεστή άνω του 10) μεταξύ των δόσεων. Για τις μελέτες διατροφής, το μεταξύ των δόσεων διάστημα δεν 
θα πρέπει να υπερβαίνει το τριπλάσιο. Τα επίπεδα των δόσεων θα πρέπει να επιλέγονται λαμβάνοντας υπόψη 
όλα τα υφιστάμενα δεδομένα τοξικότητας, ιδιαίτερα αποτελέσματα από μελέτες επαναλαμβανόμενης 
δοσολογίας. Θα πρέπει, επίσης, να εξετάζεται κάθε διαθέσιμη πληροφορία για το μεταβολισμό και την κινητική 
της υπό δοκιμή ουσίας ή συναφών ουσιών. Επιπλέον, οι πληροφορίες αυτές βοηθούν και στην κατάδειξη της 
καταλληλότητας της δοσολογικής αγωγής. 


Η ομάδα μαρτυρίας πρέπει να είναι ομάδα ζώων μη υποβληθέντων σε αγωγή ή ομάδα ζώων που υποβλήθηκαν 
σε αγωγή με φορέα εφόσον, για τη χορήγηση της υπό δοκιμή ουσίας, χρησιμοποιείται φορέας. Πλην της 
αγωγής με την υπό δοκιμή ουσία, τα ζώα στην ομάδα μαρτυρίας θα πρέπει να έχουν την ίδια ακριβώς 
μεταχείριση με εκείνη των ζώων της ομάδας δοκιμής. Εάν χρησιμοποιείται φορέας, η χορήγηση του φορέα θα 
πρέπει να γίνεται στο μέγιστο χρησιμοποιούμενο όγκο. Εάν μια υπό δοκιμή ουσία χορηγείται με την τροφή και 
προκαλεί μειωμένη λήψη ή χρήση τροφής, τότε μπορεί να κριθεί ως αναγκαία η χρήση ομάδας μαρτύρων 
διατρεφομενών σε ζεύγη. Εναλλακτικώς, αντί της χρησιμοποίησης συντρέχουσας ομάδας μαρτύρων διατροφής 
σε ζεύγη, μπορούν να χρησιμοποιηθούν στοιχεία από μελέτες μαρτυρίας σχεδιασμένες για την αξιολόγηση των 
αποτελεσμάτων της μειωμένης κατανάλωσης τροφής στις παραμέτρους της αναπαραγωγής. 


Θα πρέπει να δίδεται προσοχή στα ακόλουθα χαρακτηριστικά του φορέα και άλλων προσθέτων: επιδράσεις 
στην απορρόφηση, την κατανομή, το μεταβολισμό ή την κατακράτηση της υπό δοκιμή ουσίας, επιδράσεις στις 
χημικές ιδιότητες της υπό δοκιμή ουσίας που μπορεί να μεταβάλουν τις τοξικές της ιδιότητες και επιδράσεις 
στην κατανάλωση τροφής ή νερού ή της διατροφικής κατάστασης των ζώων. 

1.4.4 Δοκιμή ορίου 

Εάν δοκιμή με ένα μοναδικό επίπεδο δόσης τουλάχιστον 1000 ιϊι§/Ε§ βάρους σώματος/ημέρα από το στόμα ή, 
στην περίπτωση χορήγησης με την τροφή ή το πόσιμο νερό, με ισοδύναμο ποσοστό ουσίας στην τροφή ή στο 
πόσιμο νερό και χρησιμοποιώντας τις διαδικασίες που περιγράφονται για την παρούσα μελέτη, δεν εμφανίζει 
κάποια αντιληπτή τοξική δράση στα γονικά ζώα ή στους γόνους τους και εφόσον, από τα υφιστάμενα δεδομένα 
από ουσίες με παρόμοια δομή και/ή μεταβολισμό, δεν αναμένεται η εμφάνιση τέτοιας δράσης, τότε μπορεί να 
κριθεί ως μη αναγκαία η διενέργεια πλήρους μελέτης με διάφορα επίπεδα δόσεων. Η δοκιμή ορίου εφαρμόζεται 
εκτός όταν, από την έκθεση του ανθρώπου, διαφαίνεται η ανάγκη χρησιμοποίησης υψηλότερου επιπέδου δόσης 
από το στόμα. Σε άλλους τρόπους χορήγησης, όπως η εισπνοή ή η δερματική επίθεση, από τις φυσικοχημικές 
ιδιότητες της υπό δοκιμή ουσίας όπως π.χ. η διαλυτότητα μπορεί, συχνά, να υπάρχουν κάποιες ενδείξεις ή 
περιορισμοί ως προς το μέγιστο εφικτό επίπεδο έκθεσης. 


1.4.5 Χορήγη ση δόσεων 

Η χορήγηση της υπό δοκιμή ουσίας στα ζώα θα πρέπει να γίνεται σε επταήμερη βάση εβδομαδιαίος. Ως οδός 
χορήγησης προτιμάται η χορήγηση από το στόμα (τροφή, πόσιμο νερό ή διασωλήνωση). Εάν χρησιμοποιηθεί 
κάποια άλλη οδός χορήγησης, θα πρέπει να παρέχεται σχετική αιτιολόγηση και να επιφέρονται οι αναγκαίες 
κατάλληλες τροποποιήσεις. Κατά τη διάρκεια της πειραματικής περιόδου, η χορήγηση σε όλα τα ζώα θα πρέπει 
να γίνεται με την ίδια μέθοδο. Οταν η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται με διασωλήνωση, αυτό θα πρέπει να γίνεται 
χρησιμοποιώντας στομαχικό σωλήνα. Ο όγκος του υγρού που χορηγείται κάθε φορά δεν θα πρέπει να 
υπερβαίνει το 1 ηιΙ/100 § βάρους σώματος (στην περίπτωση του αραβοσιτελαίου, το μέγιστο είναι 0.4 ιηΙ/100 § 
βάρους σώματος), εκτός στην περίπτωση υδατικών διαλυμάτων όπου μπορεί να χρησιμοποιηθούν 2 ιηΙ/100 § 
βάρους σώματος. Εκτός στην περίπτωση ερεθιστικών ή διαβρωτικών ουσιών, οι οποίες κανονικά εμφανίζουν 
αυξημένη δράση σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, οι διακυμάνσεις στον όγκο δοκιμής θα πρέπει να 
ελαχιστοποιούνται ρυθμίζοντας τη συγκέντρωση έτσι ώστε να διασφαλίζεται σταθερός όγκος σε όλα τα 
επίπεδα δόσεων. Σε μελέτες με διασωλήνωση, τα νεογνά λαμβάνουν κανονικά υπό δοκιμή ουσία μόνον 
εμμέσως μέσω του γάλακτος, μέχρις ότου αρχίσει η απευθείας χορήγηση γι’ αυτά στον απογαλακτισμό. Σε 
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μελέτες με τροφή ή πόσιμο νερό, τα νεογνά λαμβάνουν επιπροσθέτως υπό δοκιμή ουσία απευθείας όταν 
αρχίζουν να τρώνε μόνα τους κατά τη διάρκεια της τελευταίας εβδομάδας της περιόδου της γαλουχίας. 


Για ουσίες που χορηγούνται μέσω της τροφής ή του πόσιμου νερού, είναι σημαντικό να διασφαλίζεται οι 
ποσότητες της χορηγούμενης υπό δοκιμή ουσίας να μη παρεμβαίνουν στο κανονικό ισοζύγιο διατροφής ή 
νερού. Όταν η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται με την τροφή, μπορεί να χρησιμοποιείται είτε μια σταθερή 
συγκέντρωση στην τροφή (ρριη) είτε ένα σταθερό επίπεδο δόσης βάσει σωματικού βάρους του ζώου. Τυχόν 
χρησιμοποιούμενος εναλλακτικός τρόπος πρέπει να προσδιορίζεται. Στην περίπτωση ουσίας που χορηγείται με 
διασωλήνωση, η δόση θα πρέπει να δίνεται τις ίδιες ώρες κάθε μέρα και να προσαρμόζεται τουλάχιστον κάθε 
εβδομάδα ώστε να διατηρείται ένα σταθερό επίπεδο δόσης βάσει του σωματικού βάρους του ζώου. Κατά την 
προσαρμογή της με διασωλήνωση δόσεως με βάση το βάρος, θα πρέπει να λαμβάνονται υπόψη τυχόν στοιχεία 
σχετικά με την κατανομή στον πλακούντα. 


1.4.6 Χρονοδιαγράμματα πειραμάτων 


Η καθημερινή χορήγηση στα γονικά (Ρ) αρσενικά και θηλυκά πρέπει να αρχίζει όταν είναι ηλικίας 5 έως 9 
εβδομάδων. Η καθημερινή χορήγηση στα αρσενικά και θηλυκά Ρ1 πρέπει να αρχίζει στον απογαλακτισμό. 
Πρέπει να έχουμε κατά νου ότι στις περιπτώσεις χορήγησης της υπό δοκιμή ουσίας μέσω της τροφής ή του 
πόσιμου νερού, ενδέχεται να συμβαίνει ήδη κατά τη διάρκεια της περιόδου της γαλουχίας απευθείας έκθεση 
των νεογνών Ρ1 στην υπό δοκιμή ουσία. Και για τα δύο φύλα (Ρ και Ρ1), η χορήγηση πρέπει να συνεχίζεται για 
10 τουλάχιστον εβδομάδες πριν από την περίοδο του ζευγαρώματος. Η χορήγηση συνεχίζεται και στα δύο φύλα 
κατά τη διάρκεια της περιόδου των 2 εβδομάδων του ζευγαρώματος. Τα αρσενικά θα πρέπει να θανατώνονται 
ανθρωπιστικά και να εξετάζονται όταν δεν χρειάζονται πλέον για εκτίμηση των επιδράσεων στην 
αναπαραγωγή. Για τα γονικά (Ρ) θηλυκά, η χορήγηση θα πρέπει να συνεχίζεται καθ’ όλη την κύηση και μέχρι 
τον απογαλακτισμό των γόνων Ρ1. Θα πρέπει να εξετάζεται η τυχόν πραγματοποίηση τροποποιήσεων στο 
χρονοδιάγραμμα χορήγησης με βάση διαθέσιμες πληροφορίες για την υπό δοκιμή ουσία, 
συμπεριλαμβανομένων των υφισταμένων δεδομένων τοξικότητας, μεταβολισμού ή βιοσυσσώρεύσης. Η δόση 
σε κάθε ζώο θα πρέπει κανονικά να βασίζεται στον πλέον πρόσφατο κατ’ άτομο προσδιορισμό του σωματικού 
βάρους. Ωστόσο, θα πρέπει να δίνεται ιδιαίτερη προσοχή όταν η δόση προσαρμόζεται κατά τη διάρκεια του 
τελευταίου τριμήνου της κυήσεως. 

Η χορήγηση στα αρσενικά και θηλυκά Ρ και Ρ1 πρέπει να συνεχίζεται μέχρι τέλους. Ολα τα ενήλικα αρσενικά 
και θηλυκά Ρ και Ρ1 θα πρέπει να θανατώνονται ανθρωπιστικά όταν δεν χρειάζονται πλέον για εκτίμηση των 
αποτελεσμάτων στην αναπαραγωγή. Οι γόνοι Ρ1 που δεν επιλέγονται για ζευγάρωμα και όλοι οι γόνοι Ρ2 θα 
πρέπει να θανατώνονται ανθρωπιστικά μετά τον απογαλακτισμό. 


1.4.7 Διαδικασία ζευγαρώματος 

1.4.7.1 Ζευγάρωμα γονικών ατόμων (Ρ) 


Σε κάθε ζευγάρωμα, κάθε θηλυκό πρέπει να τοποθετείται μαζί με ένα μόνο αρσενικό από το ίδιο επίπεδο 
δόσεως (ζευγάρωμα 1:1) μέχρι να υπάρξει συνουσία ή μέχρι να περάσουν 2 εβδομάδες. Κάθε μέρα, τα θηλυκά 
πρέπει να εξετάζονται για παρουσία σπέρματος ή κολπικών βυσμάτων. Ως ημέρα 0 της κυήσεως ορίζεται η 
ημέρα κατά την οποία θα βρεθεί κολπικό βύσμα ή σπέρμα. Σε περίπτωση που το ζευγάρωμα αποδειχθεί 
ανεπιτυχές, πρέπει να εξετάζεται το ξαναζευγάρωμα των θηλυκών με ελεγμένα αρσενικά της ίδιας ομάδας. Στα 
δεδομένα, τα ζεύγη που ζευγάρωσαν θα πρέπει να αναγνωρίζονται σαφώς. Θα πρέπει να αποφεύγεται το 
ζευγάρωμα αμφιθαλών ατόμων. 


1.4.7.2 ΖευγάρωμαΕΙ 


Για το ζευγάρωμα των γόνων Ρ1, θα πρέπει να επιλέγονται τουλάχιστον ένα αρσενικό και ένα θηλυκό στον 
απογαλακτισμό από κάθε γέννα για ζευγάρωμα με άλλα νεογνά του ίδιου επιπέδου δόσεως αλλά διαφορετικής 
γέννας, για τη λήψη της γενεάς Ρ2. Η επιλογή νεογνών από κάθε γέννα θα πρέπει να είναι τυχαία όταν δεν 
παρατηρούνται σημαντικές διαφορές στο βάρος του σώματος ή στην εμφάνιση μεταξύ των ατόμων της γέννας. 
Στην περίπτωση που παρατηρούνται τέτοιες διαφορές, θα πρέπει να επιλέγονται οι καλύτεροι εκπρόσωποι κάθε 
γέννας. Αντικειμενικά, αυτό επιτυγχάνεται καλύτερα με βάση το βάρος του σώματος, μπορεί όμως να είναι 
σκοπιμότερο να γίνεται βάσει εμφανίσεως. Οι γόνοι Ρ1 δεν θα πρέπει να ζευγαρώνονται μέχρι να έλθουν σε 
πλήρη σεξουαλική ωρίμανση. 


Τα χωρίς απογόνους ζεύγη θα πρέπει να αξιολογούνται για να προσδιορίζεται η προφανής αιτία της μη 
γονιμότητας. Αυτό μπορεί να γίνει με διαδικασίες όπως η παροχή πρόσθετων ευκαιριών για ζευγάρωμα με 
άλλα αρσενικά ή θηλυκά, μικροσκοπική εξέταση των οργάνων αναπαραγωγής και εξέταση των κύκλων 
οίστρου ή σπερματογένεσης. 
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1.4.7.3 Δεύτερο ζευγάρωμα 

Σε ορισμένες περιπτώσεις, όπως στην περίπτωση αλλαγών στο μέγεθος της γέννας λόγω της αγωγής ή 
παρατήρησης διφορούμενου αποτελέσματος στο πρώτο ζευγάρωμα, συνιστάται τα ενήλικα Ρ ή Ρ1 να 
ξαναζευγαρώνονται για τη λήψη δεύτερης γέννας. Συνιστάται να ξαναζευγαρώνονται θηλυκά ή αρσενικά, τα 
οποία να μην έχουν δώσει γέννα με αποδεδειγμένους γεννήτορες του αντίθετου φύλου. Εάν και στις δύο γενεές 
κριθεί αναγκαία η λήψη δεύτερης γέννας, τα ζώα θα πρέπει να ξαναζευγαρώνονται περίπου μια εβδομάδα μετά 
τον απογαλακτισμό της τελευταίας γέννας. 

1.4.7.4 Μέγεθος γέννας 

Τα ζώα πρέπει να αφήνονται να γεννούν κανονικά και να μεγαλώνουν τους γόνους τους μέχρι τον 
απογαλακτισμό. Η τυποποίηση των μεγεθών των γεννών είναι προαιρετική. Οταν πραγματοποιείται 
τυποποίηση, η χρησιμοποιούμενη μέθοδος θα πρέπει να περιγράφεται λεπτομερώς. 

1.5 ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ 

1.5.1 Κλινικές παρατηρήσεις 

Κάθε μέρα θα πρέπει να πραγματοποιείται γενική κλινική παρατήρηση ενώ, στην περίπτωση χορήγησης με 
διασωλήνωση, για το χρόνο πραγματοποίησής της θα πρέπει να λαμβάνεται υπόψη η προβλεπόμενη περίοδος 
κορύφωσης των επιδράσεων μετά τη χορήγηση. Θα πρέπει να καταγράφονται τυχόν αλλαγές στη συμπεριφορά, 
σημεία δύσκολου ή παρατεταμένου τοκετού και κάθε σημάδι τοξικότητας. Σε εβδομαδιαία, τουλάχιστον, βάση 
θα πρέπει να διεξάγεται μια πρόσθετη, λεπτομερέστερη εξέταση κάθε ζώου, η οποία μπορεί να γίνεται για 
ευκολία με την ευκαιρία της ζύγισης του ζώου. Δύο φορές ημερησίως και κατά τη διάρκεια του 
σαββατοκύριακου άπαξ ημερησίως εφόσον δεν τίθεται πρόβλημα, όλα τα ζώα θα πρέπει να παρατηρούνται για 
νοσηρότητα και θνησιμότητα. 

1.5.2 Βάρος σώματος και κατανάλωση τροφής/νερού από τους γονείς 

Τα γονικά ζώα (Ρ και Ε1) πρέπει να ζυγίζονται την πρώτη ημέρα της χορήγησης και κάθε εβδομάδα 
τουλάχιστον στη συνέχεια. Τα γονικά θηλυκά (Ρ και Ε1) πρέπει να ζυγίζονται τουλάχιστον κατά τις ημέρες 0, 
7, 14 και 20 ή 21 της κυήσεως και κατά τη διάρκεια της γαλουχίας τις ίδιες ημέρες με το ζύγισμα των νεογνών 
και κατά την ημέρα που θανατώνονται τα ζώα. Οι παρατηρήσεις αυτές θα πρέπει να αναφέρονται ξεχωριστά 
για κάθε ενήλικο ζώο. Κατά τη διάρκεια των περιόδων πριν από το ζευγάρωμα και κατά την κύηση θα πρέπει 
να μετριέται τουλάχιστον κάθε εβδομάδα η κατανάλωση τροφής. Η κατανάλωση νερού πρέπει να μετριέται 
κάθε βδομάδα τουλάχιστον εάν η υπό δοκιμή ουσία χορηγείται με το νερό. 

1.5.3 Κύκλος οίστρου 

Το μήκος και η κανονικότητα του κύκλου του οίστρου αξιολογούνται στα θηλυκά Ρ και Ε1 από τα κολπικά 
επιχρίσματα πριν από το ζευγάρωμα και, προαιρετικώς, κατά τη διάρκεια του ζευγαρώματος μέχρι να βρεθεί 
ότι έγινε το ζευγάρωμα. Όταν λαμβάνονται κολπικά/τραχηλικά κύτταρα, θα πρέπει να λαμβάνεται πρόνοια να 
αποφεύγεται τυχόν διαταραχή στους βλεννογόνους και η πρόκληση, κατά συνέπεια, ψευδοκυήσεως (1). 


1.5.4 Παράμετροι σπέρματος 

Για όλα τα αρσενικά Ρ και Ρ1 στο τέλος της μελέτης, πρέπει να καταγράφεται το βάρος των όρχεων και των 
επιδιδυμίδων και ένα από κάθε όργανο να κρατιέται για ιστοπαθολογική εξέταση (βλ. τμήμα 1.5.7, 1.5.8.1). 
Από υποσύνολο δέκα τουλάχιστον αρσενικών από κάθε ομάδα Ρ και Ρ1 αρσενικών, οι απομένοντες όρχεις και 
επιδιδυμίδες θα πρέπει να χρησιμοποιούνται για την καταμέτρηση των ανθεκτικών στην ομοιογενοποίηση 
σπερμοβλαστών και σπερματικού αποθέματος της ουράς της επιδιδυμίδας, αντίστοιχα. Από το ίδιο υποσύνολο 
αρσενικών, θα πρέπει να συλλέγεται για εκτίμηση της κινητικότητας και μορφολογίας των σπερματοζωαρίων, 
σπέρμα από την ουρά της επιδιδυμίδος ή από τον σπερματικό πόρο. Εάν παρατηρούνται επιδράσεις σχετικές με 
την αγωγή ή όταν υπάρχουν ενδείξεις από άλλες μελέτες για πιθανές επιδράσεις στη σπερματογένεση, θα 
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πρέπει να διεξάγεται αξιολόγηση σπέρματος σε όλα τα αρσενικά σε κάθε ομάδα δόσης. Αλλως, η καταμέτρηση 
μπορεί να περιοριστεί στα αρσενικά Ρ και Ρ1 των ομάδων μαρτυρίας και υψηλής δόσης. 


Θα πρέπει να μετριέται ο συνολικός αριθμός των ανθεκτικών σε ομοιογενοποίηση ορχικών σπερματιδών και 
σπερματοζωαρίων της ουράς της επιδιδυμίδος (2)(3). Τα αποθέματα σπέρματος της ουράς μπορεί να 
προέρχονται από τη συγκέντρωση και όγκο σπέρματος στο εναιώρημα που χρησιμοποιείται για την 
ολοκλήρωση των ποιοτικών αξιολογήσεων και από τον αριθμό των σπερματοζωαρίων που ανακτώνται από εν 
συνεχεία κατατεμαχισμό και/ή ομοιογενοποίηση του παραμένοντος ιστού ουράς. Η καταμέτρηση θα πρέπει να 
γίνεται στο επιλεγμένο υποσύνολο αρσενικών όλων των δοσολογικών ομάδων αμέσως μετά τη θανάτωση των 
ζώων εκτός κι αν γίνουν οπτικές ή ψηφιακές καταγραφές ή αν τα δοκίμια καταψυχθούν και αναλυθούν 
αργότερα. Στις περιπτώσεις αυτές, οι μάρτυρες και η ομάδα υψηλής δόσης μπορεί να αναλυθούν πρώτα. Εάν 
δεν εντοπιστούν φαινόμενα επιδράσεων προερχομένων από την αγωγή (π.χ. επιδράσεις στον αριθμό των 
σπερματοζωαρίων, στην κινητικότητα ή στη μορφολογία), οι υπόλοιπες δοσολογικές ομάδες δεν χρειάζεται να 
αναλυθούν. Οταν στην ομάδα υψηλής δόσης εντοπίζονται σημεία επιδράσεων σχετικών με την αγωγή, τότε θα 
πρέπει να αξιολογούνται και οι ομάδες με χαμηλότερη δόση. 

Αμέσως μετά τη θυσία θα πρέπει να αξιολογείται ή να βιντεοσκοπείται η κινητικότητα του σπέρματος της 
επιδιδυμίδος (ή του σπερματικού πόρου). Το σπέρμα θα πρέπει να ανακτάται με τις μικρότερες δυνατές ζημιές 
και να αραιώνεται για ανάλυση κινητικότητας χρησιμοποιώντας αποδεκτές μεθόδους (4). Θα πρέπει να 
προσδιορίζεται, είτε υποκειμενικά)ς είτε αντικειμενικά)ς, το ποσοστό των προοδευτικώς αυθορμήτως 
κινουμένων σπέρματοζωαρίων. Οταν εκτελείται υποβοηθούμενη από υπολογιστή ανάλυση κινήσεως 
(5)(6)(7)(8)(9)(10), η παραγωγοποίηση της προοδευτικής κινητικότητας εξαρτάται από τα καθοριζόμενα από το 
χρήστη κατώφλια μέσης ταχύτητας διαδρομής και ευθύτητας ή γραμμικού δείκτη. Εάν τα δείγματα 
βιντεοσκοπηθούν (11) ή οι εικόνες καταγραφούν με κάποιον άλλο τρόπο κατά το χρόνο της νεκροψίας, μπορεί 
στη συνέχεια να πραγματοποιηθεί ανάλυση μόνον των ομάδων μαρτυρίας και υψηλής δόσεως των αρσενικών Ρ 
και Ρ1 εκτός κι αν παρατηρηθούν σχετικές με την αγωγή επιδράσεις. Στην τελευταία περίπτωση, θα πρέπει να 
αξιολογηθούν και οι ομάδες με χαμηλότερη δόση. Αν δεν υπάρχει βιντεοσκοπημένη ή ψηφιακή εικόνα, όλα τα 
δείγματα σε όλες τις ομάδες αγωγής θα πρέπει να αναλυθούν στη νεκροψία. 

Θα πρέπει να εκτελείται μορφολογική αξιολόγηση δείγματος σπέρματος της επιδιδυμίδος (ή του σπερματικού 
πόρου). Το σπέρμα (200 τουλάχιστον σπερματοζωάρια ανά δείγμα) θα πρέπει να εξετάζεται ως 
σταθεροποιημένο, υγρό παρασκεύασμα (12) και να ταξινομείται ως κανονικό ή μη κανονικό. Παραδείγματα 
μορφολογικών ανωμαλιών των σπερματοζωαρίων είναι η σύντηξη, η ύπαρξη απομονωμένων κεφαλών και η 
ύπαρξη παραμορφωμένων κεφαλών και/ή ουρών. Η αξιολόγηση θα πρέπει να γίνεται στο επιλεγμένο 
υποσύνολο αρσενικών όλων των δοσολογικών ομάδων είτε αμέσως μετά τη θανάτωση των ζώων, είτε με βάση 
τις βιντεοσκοπημένες ή ψηφιακές καταγραφές σε κάποιο μεταγενέστερο χρόνο. Επιχρίσματα, εφόσον 
στερεωθούν, μπορούν και αυτά να εξεταστούν σε κάποιο μεταγενεστέρο χρόνο. Στις περιπτώσεις αυτές, οι 
μάρτυρες και η ομάδα υψηλής δόσης μπορούν να αναλυθούν πρώτα. Εάν δεν εντοπιστούν επιδράσεις σχετικές 
με την αγωγή (π.χ. επιδράσεις στη μορφολογία των σπερματοζωαρίων), δεν χρειάζεται να αναλυθούν οι 
υπόλοιπες δοσολογικές ομάδες. Όταν στην ομάδα υψηλής δόσης εντοπιστούν επιδράσεις σχετιζόμενες με την 
αγωγή, τότε θα πρέπει να αξιολογούνται και οι ομάδες με χαμηλότερη δόση. 


Εάν οποιαδήποτε από τις ανωτέρω παραμέτρους αξιολόγησης του σπέρματος έχουν ήδη εξεταστεί ως τμήμα 
μελέτης συστεμικής τοξικότητας τουλάχιστον 90 ημερών, δεν χρειάζεται κατ’ ανάγκη να επαναληφθούν στη 
μελέτη δύο γενεών. Συνιστάται, ωστόσο, να φυλαχθούν δείγματα ή ψηφιακές καταγραφές σπέρματος της 
γενεάς Ρ, για να μπορεί να γίνει αργότερα, αν χρειάζεται, αξιολόγηση. 


1.5.5 Γόνοι 

Κάθε γέννα θα πρέπει να εξετάζεται το συντομότερο δυνατό μετά τον τοκετό (ημέρα γαλουχίας 0) για να 
προσδιορίζεται ο αριθμός και το φύλο των νεογνών, τα γεννηθέντα νεκρά, τα γεννηθέντα ζώντα και αν 
υπάρχουν μακροσκοπικές ανωμαλίες. Τα νεογνά που βρέθηκαν νεκρά την ημέρα 0, αν δεν εμβραχούν, θα 
πρέπει κατά προτίμηση να εξετάζονται για πιθανά ελαττώματα και για την αιτία θανάτου και να συντηρούνται. 
Τα ζώντα νεογνά θα πρέπει να καταμετρώνται και να ζυγίζονται κατ’ άτομο με τη γέννηση (ημέρα γαλουχίας 
0) ή την 1η ημέρα, και στη συνέχεια σε τακτές ημέρες ζύγισης, π.χ., τις ημέρες 4, 7, 14 και 21 της γαλουχίας. 
Τυχόν παρατηρούμενες φυσικές ανωμαλίες ή ανωμαλίες στη συμπεριφορά των μητέρων ή των γόνων τους, θα 
πρέπει να καταγράφονται. 


Η φυσική ανάπτυξη των γόνων θα πρέπει να παρακολουθείται μέσω, κυρίως, της καταγραφής της αύξησης του 
σωματικού βάρους. Ορισμένες άλλες φυσικές παράμετροι (π.χ. το άνοιγμα των αυτιών και των ματιών, η 
έκφυση των δοντιών, η αύξηση του τριχώματος) μπορούν να δώσουν συμπληρωματικές πληροφορίες, τα 
στοιχεία όμως αυτά θα πρέπει, κατά προτίμηση, να αξιολογούνται στα πλαίσια στοιχείων για τη σεξουαλική 
ωρίμανση (π.χ. ηλικία και σωματικό βάρος στο κολπικό άνοιγμα ή στο βαλανοποσθικό διαχωρισμό) (13). Εάν 
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δεν προβλέπεται η διενέργεια λειτουργικών ερευνών (π.χ. κινητικότητα, αισθητήριος λειτουργία, οντογονία 
ανακλαστικών) σε ξεχωριστές μελέτες, συνιστάται η διενέργεια τέτοιων ερευνών στους γόνους Ρ1 πριν και/ή 
μετά τον απογαλακτισμό, ιδιαίτερα για λειτουργίες που αφορούν τη σεξουαλική ωρίμανση. Στα 
απογαλακτισμένα άτομα Ε1 που επιλέγονται για ζευγάρωμα θα πρέπει να προσδιορίζεται η ηλικία του 
κολπικού ανοίγματος και του ποσθικού διαχωρισμού. Την ημέρα 0 μετά τη γέννηση στα νεογνά Ρ2 θα πρέπει 
να μετριέται η πρωκτογεννητική απόσταση, εάν επηρεάζεται από διαφοροποιήσεις στη αναλογία φύλων ή το 
χρόνο σεξουαλικής ωρίμανσης των ατόμων Ρ1. 


Οι παρατηρήσεις σχετικά με τις λειτουργίες μπορούν να παραλείπονται σε ομάδες οι οποίες, ούτως ή άλλως, 
εμφανίζουν σαφή δείγματα δυσμενών αποτελεσμάτων (π.χ., ομάδες που κερδίζουν βάρος με σημαντική 
καθυστέρηση, κλπ). Εάν πραγματοποιηθούν λειτουργικές έρευνες, αυτές δεν θα πρέπει να γίνονται σε νεογνά 
που έχουν επιλεγεί για ζευγάρωμα. 


1. δ .6 Μακροσκοπική νεκροψία 

Με τον τερματισμό ή σε περίπτωση θανάτου κατά τη διάρκεια της μελέτης, όλα τα γονικά ζώα (Ρ και Ρ1), όλα 
τα νεογνά με εξωτερικές ανωμαλίες ή κλινικά σημεία, καθώς επίσης και ένα τυχαίως επιλεγόμενο 
νεογνό/φύλο/γέννα και από τις δύο γενεές Ρ1 και Ρ2, πρέπει να εξετάζονται μακροσκοπικώς για τυχόν 
ανατομικές ανωμαλίες ή παθολογικές διαφορές. Ιδιαίτερη προσοχή θα πρέπει να δίδεται στα όργανα του 
αναπαραγωγικού συστήματος. Τα νεογνά που θανατώνονται ανθρωπιστικά επειδή είναι ετοιμοθάνατα και τα 
νεκρά νεογνά, όταν δεν εμβραχούν, θα πρέπει να εξετάζονται για πιθανά ελαττώματα και/ή την αιτία θανάτου 
και να συντηρούνται. 


Οι μήτρες όλων των πρωτοτόκων θηλυκών θα πρέπει να εξετάζονται, κατά τρόπο που να μη διακυβεύεται η 
ιστοπαθολογική αξιολόγηση, ως προς την ύπαρξη και τον αριθμό εμφυτεύσεων. 


1.5.7 Βάρη οργάνων 

Κατά το πέρας της μελέτης, θα πρέπει να προσδιορίζονται το βάρος σώματος και το βάρος των ακόλουθων 
οργάνων όλων των Ρ και Ρ1 γονικών ζώων (τα όργανα που είναι σε ζεύγη θα πρέπει να ζυγίζονται ξεχωριστά): 

— Μήτρα, ωοθήκες 

— Όρχεις, επιδιδυμίδες (σύνολο και ουρά) 

— Προστάτης 

— Σπερματοδόχοι κύστεις με πηκτικούς αδένες και τα υγρά τους και τον προστάτη (ως μία μονάδα) 

— Εγκέφαλος, σηκώτι, νεφρά, σπλήνα, υπόφυση, θυρεοειδής αδένας και επινεφρίδια και γνωστά 
όργανα στόχοι. 

Θα πρέπει να προσδιορίζονται τα τελικά βάρη σώματος των νεογνών Ρ1 και Ε2 που επιλέγονται για νεκροψία 
ενώ, από το ένα τυχαίως επιλεγόμενο νεογνό/φύλο/γέννα (βλ. τμήμα 1.5.6) πρέπει να ζυγίζονται τα ακόλουθα 
όργανα: εγκέφαλος, σπλήνα και θύμος αδένας. 

Εφόσον είναι εφικτό, τα αποτελέσματα της μακροσκοπικής νεκροψίας και των βαρών των οργάνων θα πρέπει 
να αξιολογούνται στα πλαίσια παρατηρήσεων από άλλες μελέτες επανειλημμένων δόσεων. 

1.5.8 Ιστοπαθολογία 

1.5.8.1 Γονικά ζώα 

Τα ακόλουθα όργανα και ιστοί γονικών (Ρ και Ρ1) ζώων, ή αντιπροσωπευτικά δείγματά τους, πρέπει να 
στερεώνονται και να φυλάσσονται σε κατάλληλο μέσο για ιστοπαθολογική εξέταση. 

— Κόλπος, μήτρα με τράχηλο και ωοθήκες (διατηρούμενα σε κατάλληλο στερεωτικό) 

— Ενας όρχις (διατηρούμενος σε υγρό Βοιιΐη ή παρόμοιο στερεωτικό), μια επιδιδυμίδα, 
σπερματοδόχοι κύστεις, προστάτης και πηκτικός αδένας 
— Προηγουμένως ταυτοποιημένα όργανα στόχοι από όλα τα Ρ και Ρ1 ζώα, που επιλέγηκαν για 
ζευγάρωμα. 


Θα πρέπει να εκτελείται πλήρης ιστοπαθολογική εξέταση των διατηρουμένων οργάνων και ιστών που 
αναφέρονται παραπάνω για όλα τα ζώα, μάρτυρες και ομάδας υψηλής δόσης, Ρ και Ρ1 που επελέγησαν για 
ζευγάρωμα. Η εξέταση των ωοθηκών των ζώων Ρ είναι προαιρετική. Οργανα που εμφανίζουν αλλοιώσεις 
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σχετιζόμενες με την αγωγή θα πρέπει να εξετάζονται και στις ομάδες χαμηλής και μεσαίας δόσης για να 
υποβοηθείται η εύρεση του ΝΟΑΕΕ. Επιπλέον, αναπαραγωγικά όργανα των ζώων των ομάδων χαμηλής και 
μεσαίας δόσης, για τα οποία υπάρχουν υπόνοιες μειωμένης γονιμότητας, π.χ., εκείνα τα οποία απέτυχαν να 
ζευγαρώσουν, να συλλάβουν, να γεννήσουν ή να παράσχουν υγιείς απογόνους, ή στα οποία επηρεάστηκε ο 
κύκλος του οίστρου ή ο αριθμός, η κινητικότητα ή η μορφολογία των σπερματοζωαρίων, θα πρέπει να 
υποβάλλονται σε ιστοπαθολογική αξιολόγηση. Πρέπει να εξετάζονται όλες οι μακροσκοπικές αλλοιώσεις όπως 
ατροφία ή όγκοι. 


Θα πρέπει να πραγματοποιείται λεπτομερής ιστοπαθολογική εξέταση των όρχεων (π.χ. χρησιμοποιώντας 
στερεωτικό Βυιιίη, ενσωμάτωση σε παραφίνη και εγκάρσιες τομές πάχους 4-5μηι) για τον εντοπισμό 
επιδράσεων σχετιζόμενων με την αγωγή όπως κατακρατούμενες σπερματίδες, ελλείπουσες στιβάδες ή τύποι 
γεννητικών κυττάρων, πολυπυρηνικά γιγαντοκύτταρα ή εσχάρωση σπερμογενών κυττάρων στον αυλό (14). 
Στην εξέταση της άθικτης επιδιδυμίδας θα πρέπει να περιλαμβάνεται η κεφαλή, το σώμα και η ουρά, εξέταση η 
οποία μπορεί να συμπληρώνεται με αξιολόγηση μιας οιαμήκους τομής. Η επιδιδυμίδα θα πρέπει να εξετάζεται 
ως προς τη διείσδυση λευκοκυττάρων, τυχόν μεταβολές ως προς τους επικρατούντες κυτταρικούς τύπους, 
διαμαρτούντες τύπους κυττάρων και φαγοκυττάρωση των σπερματοζωαρίων. Για την εξέταση των αρσενικών 
αναπαραγωγικών οργάνων μπορούν να χρησιμοποιηθούν οι μέθοδοι ΡΑδ και χρώσης αιματοξυλίνης. 


Η μετά την γαλουχία ωοθήκη θα πρέπει να περιέχει αρχέγονα και αναπτυσσόμενα ωοθυλάκια, καθώς και τα 
μεγάλα ωχρά σωμάτια της γαλουχίας. Ιστοπαθολογική εξέταση θα πρέπει να ανιχνεύει ποιοτική μείωση του 
αρχέγονου πληθυσμού ωοθυλακίων. Στα θηλυκά Ε1 θα πρέπει να διεξάγεται ποσοτική αξιολόγηση των 
αρχέγονων ωοθυλακίων. Ο αριθμός των ζώων, η επιλογή ωοθηκικής τομής και το μέγεθος του δείγματος τομής 
θα πρέπει να είναι στατιστικώς κατάλληλα για τη χρησιμοποιούμενη διαδικασία αξιολόγησης. Στην εξέταση θα 
πρέπει να περιλαμβάνεται καταμέτρηση του αριθμού των αρχέγονων ωοθυλακίων, στα οποία μπορούν να 
προστίθενται τα μικρά αναπτυσσόμενα θυλάκια, για σύγκριση των ωοθηκών ζώων αγωγής και μαρτυρίας 
(15)(16)(17)(18)(19). 


1.5.8.2 Απογαλακπζόμε\’α ζώα 


Μακροσκοπικώς μη φυσιολογικός ιστός και όργανα στόχοι από όλα τα νεογνά με εξωτερικές ανωμαλίες ή 
κλινικά σημεία, καθόος και από το ένα τυχαίως επιλεγμένο νεογνό/φύλο/γέννα από αμφότερες τις γενεές Γ1 και 
Ρ2 που έχουν επιλεγεί για ζευγάρωμα, πρέπει να στερεώνονται και να φυλάσσονται σε κατάλληλο μέσο για 
ιστοπαθολογική εξέταση. Θα πρέπει να διεξάγεται πλήρης ιστοπαθολογικός χαρακτηρισμός του διατηρημένου 
ιστού με ιδιαίτερη έμφαση στα όργανα του αναπαραγωγικού συστήματος. 


2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Τα δεδομένα θα αναφέρονται κατ' άτομο και θα συνοψίζονται σε μορφή πινάκων, εμφαίνοντας για κάθε ομάδα 
δοκιμής και για κάθε γενεά τον αριθμό των ζώων στην αρχή της δοκιμής, τον αριθμό των ζώων που βρέθηκαν 
νεκρά κατά τη διάρκεια της δοκιμής ή θανατώθηκαν για ανθρωπιστικούς λόγους, τη χρονική στιγμή κάθε 
θανάτου ή ανθρωπιστικής θανάτωσης, τον αριθμό ίων γόνιμων ζώων, τον αριθμό των εγγύων θηλυκών, τον 
αριθμό των ζώων που εμφάνισαν σημεία τοξικότητας, μια περιγραφή των παρατηρηθέντων σημείων 
τοξικότητας, συμπεριλαμβανομένης της χρονικής στιγμής εμφάνισης, της διάρκειας και της σοβαρότητας κάθε 
τοξικού αποτελέσματος, τους τύπους των παρατηρήσεων στα γονικά άτομα και στους απογόνους, τους τύπους 
των ιστοπαθολογικών αλλοιώσεων και κάθε σχετικό στοιχείο για τις γέννες. 


Τα αριθμητικά αποτελέσματα θα πρέπει να αξιολογούνται με κατάλληλη, γενικώς αποδεκτή, στατιστική 
μέθοδο. Οι στατιστικές μέθοδοι θα πρέπει να επιλέγονται ως τμήμα του σχεδιασμού της μελέτης και θα πρέπει 
να αιτιολογούνται. Για ανάλυση των στοιχείων μπορεί να αποδειχθούν χρήσιμα στατιστικά μοντέλα δόσης- 
απόκρισης. Η εκθεση θα πρέπει να περιλαμβάνει επαρκείς πληροφορίες για τη μέθοδο ανάλυσης και το 
χρησιμοποιηθέν πρόγραμμα στον υπολογιστή, έτσι ώστε ένας ανεξάρτητος αναθεωρητής/στατιστικολόγος να 
μπορεί να επαναξιολογήσει και να ανασκευάσει την ανάλυση. 
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2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Τα ευρήματα αυτής της μελέτης τοξικότητας στην αναπαραγωγή δύο γενεών θα πρέπει να αξιολογούνται όσον 
αφορά τις παρατηρούμενες επιδράσεις, συμπεριλαμβανομένων των ευρημάτων της νεκροψίας και της 
μικροσκοπικής εξέτασης. Στην αξιολόγηση περιλαμβάνεται η σχέση, ή η ανυπαρξία σχέσης, μεταξύ της δόσης 
της υπό δοκιμή ουσίας και της παρουσίας ή απουσίας, της συχνότητας εμφάνισης και της σοβαρότητας 
ανωμαλιών, συμπεριλαμβανομένων των μακροσκοπικών αλλοιώσεων, ταυτοποιημένων οργάνων στόχων, 
επιδράσεων στη γονιμότητα, κλινικών μη φυσιολογικών συμπτωμάτων, επιδράσεων στις επιδόσεις στην 
αναπαραγωγή και στις γέννες, διαφορών στα σωματικά βάρη, επιδράσεων στη θνησιμότητα και κάθε άλλου 
τοξικού φαινομένου. Κατά την αξιολόγηση των αποτελεσμάτων των δοκιμών, θα πρέπει να λαμβάνονται 
υπόψη οι φυσικοχημικές ιδιότητες της υπό δοκιμή ουσίας και, όταν υπάρχουν διαθέσιμα, δεδομένα 
τοξικοκινητικής. 


Μια σωστά διεξαχθείσα δοκιμή τοξικότητας στην αναπαραγωγή θα πρέπει να προσφέρει μια ικανοποιητική 
εκτίμηση του επιπέδου μη επίδρασης και κατανόηση των δυσμενών επιδράσεων στην αναπαραγωγή, στον 
τοκετό, στη γαλουχία και στη μεταγεννητική ανάπτυξη, συμπεριλαμβανομένης της αύξησης και της 
σεξουαλικής ανάπτυξης. 

2.3 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Η μελέτη τοξικότητας στην αναπαραγωγή δύο γενεών παρέχει πληροφορίες για τις επιπτώσεις της 
επανειλημμένης έκθεσης σε μια ουσία κατά τη διάρκεια όλων των φάσεων του αναπαραγωγικού κύκλου. 
Ειδικότερα, η μελέτη παρέχει πληροφορίες για τις παραμέτρους της αναπαραγωγής και για την ανάπτυξη, 
αύξηση, ωρίμανση και επιβίωση των γόνων. Τα αποτέλεσματα της μελέτης θα πρέπει να ερμηνεύονται σε 
συνδυασμό με τα ευρήματα μελετών υποχρόνιας τοξικότητας, προγεννητικής τοξικότητας στην ανάπτυξη και 
τοξικοκινητικής, καθώς και άλλων διαθέσιμων μελετών. Τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν στην εκτίμηση της ανάγκης διεξαγωγής περαιτέρω δοκιμών για μια χημική ουσία. II 
παρέκταση των αποτελεσμάτων της μελέτης στον άνθρωπο ισχύει σε περιορισμένο βαθμό. Τα αποτελέσματα 
χρησιμοποιούνται άριστα ως πληροφορίες σχετικά με τα επίπεδα μη επίδρασης και την επιτρεπτή έκθεση του 
ανθρώπου (20)(21)(22Χ23). 


3 ΈΚΘΕΣΗ 

ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Στην έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνονται οι ακόλουθες πληροφορίες: 


Υπό δοκιμή ουσία: 

— φυσική κατάσταση και, όπου είναι σκόπιμο, φυσικοχημικές ιδιότητες 

— στοιχεία ταυτοποίησης 

— καθαρότητα 

Φορέας (αν χρησιμοποιείται): 

— αιτιολόγηση επιλογής του συγκεκριμένου φορέα, αν είναι άλλος από νερό. 

Υπό δοκιμή ζώα: 

— χρησιμοποιούμενο είδος/φυλή 

— αριθμός, ηλικία και φύλο των ζώων 

— προέλευση, συνθήκες στέγασης, διαιτολόγιο, υλικά δημιουργίας φωλιάς, κλπ 

— επιμέρους βάρη των ζώων κατά την έναρξη της δοκιμής 

Συνθήκες δοκιμής: 

— λογική αιτιολόγηση της επιλογής των επιπέδων δόσεων 

— λεπτομέρειες για το παρασκεύασμα της υπό δοκιμή ουσίας/τροφής, επιτυγχανόμενη συγκέντρωση, 

— σταθερότητα και ομοιογένεια του παρασκευάσματος 

— λεπτομέρειες για τη χορήγηση της υπό δοκιμή ουσίας 

— αναγωγή από τη συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας στην τροφή/πόσιμο νερό (ρριη) στην πραγματική 
δόση (ηι§/]£§ βάρους σώματος/ημέρα), εφόσον γίνεται 
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— λεπτομέρειες ποιότητας τροφής και νερού. 

Αποτελέσματα: 

— κατανάλωση τροφής, και κατανάλωση νερού εφόσον υπάρχουν διαθέσιμα στοιχεία, αποτελεσματικότητα 
διατροφής (αύξηση σωματικού βάρους ανά γραμμάριο καταναλισκόμενης τροφής) και κατανάλωση ουσίας 
δοκιμής από ζώα Ρ και Ρ1, εκτός της περιόδου συνοίκησης και του τελευταίου τρίτου τουλάχιστον της 
γαλουχίας, 

— δεδομένα απορρόφησης (εάν υπάρχουν διαθέσιμα), 

— δεδομένα σωματικού βάρους για ζώα Ρ και Ρ1, που επιλέγονται για ζευγάρωμα 

— στοιχεία βάρους γέννας και νεογνών, 

— σωματικό βάρος κατά τη θυσία και δεδομένα απόλυτου και σχετικού βάρους οργάνων για τα γονικά ζώα, 

— είδος, σοβαρότητα και διάρκεια κλινικών παρατηρήσεων (αναστρέψιμων ή μη), 

— χρονική στιγμή θανάτου κατά τη διάρκεια της μελέτης ή αν τα ζώα επέζησαν μέχρι τέλους, 

— δεδομένα τοξικής απόκρισης κατά φύλο και δόση, συμπεριλαμβανομένων δεικτών ζευγαρώματος, 
γονιμότητας, κυήσεως, γέννησης, βιωσιμότητας και γαλουχίας στην έκθεση θα πρέπει να αναφέρονται οι 
αριθμοί που χρησιμοποιήθηκαν στον υπολογισμό αυτών των δεικτών, 

— τοξικές ή άλλες επιδράσεις στην αναπαραγωγή, στους γόνους, στη μεταγεννητική αύξηση, κλπ, 

— ευρήματα νεκροψίας, 

— λεπτομερής περιγραφή όλων των ιστοπαθολογικών ευρημάτων, 

— αριθμός Ρ και Ρ1 ζώων με κανονικό κύκλο και μήκος του κύκλου, 

— συνολικός αριθμός σπερματοζωαρίων ουράς επιδιδυμίδος, ποσοστό προοδευτικά)ς αυθορμήτως κινουμένων 

σπερματοζωαρίων, ποσοστό μορφολογικώς φυσιολογικών σπερματοζωαρίων και ποσοστό 
σπερματοζωαρίων με κάθε ταυτοποιούμενη ανωμαλία, 

— χρόνος για ζευγάρωμα, συμπεριλαμβανομένου του αριθμού των ημερών μέχρι το ζευγάρωμα, 

— μήκος κυήσεως, 

— αριθμός εμφυτεύσεων, ωχρά σωμάτια, μέγεθος γέννας, 

— αριθμός γεννήσεων εν ζωή και μετά την εμφύτευση απώλειες, 

— αριθμός νεογνών με μακροσκοπικώς ορατές ανωμαλίες εφόσον εντοπιστούν, θα πρέπει να αναφέρεται ο 
αριθμός των καχεκτικών νεογνών, 

— δεδομένα για φυσικά επιπολής ορόσημα σε νεογνά και άλλα δεδομένα για τη μεταγεννητική ανάπτυξη 
αξιολογούμενα φυσικά επιπολής ορόσημα θα πρέπει να αιτιολογούνται, 

— δεδομένα για λειτουργικές παρατηρήσεις σε νεογνά και ενήλικα, αναλόγως, 

— στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων, όπου είναι σκόπιμο. 

Συζήτηση αποτελεσμάτων 

Συμπεράσματα, συμπεριλαμβανομένων τιμών ΝΟΑΡΡ για τις επιδράσεις στις μητέρες και στους απογόνους. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Η 


Β.42. ΕΥΑΙΣΘΗΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΔΕΡΜΑΤΟΣ: ΤΟΠΙΚΗ ΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ΛΕΜΦΑΔΕΝΩΝ 


1. Η ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμών είναι ισοδύναμη με την κατευθυντήρια γραμμή δοκιμών ΤΟ 429 (2002) 
του ΟΟΣΑ. 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η τοπική δοκιμασία λεμφαδένων (Εοο&Ι Εγπιρίι Νοάο Αδδ&γ/ΕΕΝΑ) επικυρωθεί και είναι αποδεκτή επαρκώς, 
ώστε να δικαιολογείται η θέσπισή της ως νέας μεθόδου (1)(2)(3). Πρόκειται για μια δεύτερη μέθοδο εκτίμησης 
του δερματικού ευαισθητοποιητικού δυναμικού των χημικών ουσιών στα ζώα. Η άλλη μέθοδος (Β.6) 
χρησιμοποιεί δοκιμές σε ινδικά χοιρίδια, ειδικότερα στη δοκιμή μεγιστοποίησης σε ινδικά χοιρίδια και τη 
δοκιμή ΒιιβΜβΓ (4). 

Η ΕΕΝΑ παρέχει μια εναλλακτική μέθοδο για τον εντοπισμό χημικών ουσιών που προκαλούν δερματική 
ευαισθητοποίηση και για την επιβεβαίωση της απουσίας από μια χημική ουσία σημαντικού δυναμικού 
δερματικής ευαισθητοποίησης. Αυτό δεν σημαίνει κατ’ ανάγκην ότι η ΕΓΝΑ πρέπει να χρησιμοποιείται σε 
κάθε περίπτωση αντί της δοκιμής σε ινδικά χοιρίδια, αλλά μάλλον ότι είναι εφάμιλλη της τελευταίας και μπορεί 
να χρησιμοποιείται ως εναλλακτική λύση, η οποία κατά κανόνα δεν απαιτεί περαιτέρω επιβεβαίωση των 
αποτελεσμάτων, θετικών και αρνητικών. 

Η ΕΕΝΑ προσφέρει ορισμένα πλεονεκτήματα τόσο από πλευράς επιστημονικής προόδου, όσο και σε σχέση με 
την προστασία των ζώων. Μελετά την επαγωγική φάση της δερματικής ευαισθητοποίησης και παρέχει 
κατάλληλα ποσοτικά δεδομένα για την εκτίμηση της απόκρισης σε σχέση με τη δόση. Έχουν δημοσιευθεί 
λεπτομερείς περιγραφές της επικύρωσης της ΕΕΝΑ, καθώς και επισκόπηση των σχετικών εργασιών 
(5)(6)(7)(8). Επιπλέον, επισημαίνεται ότι οι ασθενείς/μέτριες ευαισθητοποιητικές ουσίες που συνιστάται να 
χρησιμοποιούνται ως θετικοί μάρτυρες στις μεθόδους δοκιμών σε ινδικά χοιρίδια, είναι κατάλληλες και για την 
ΕΕΝΑ (6)(8)(9). 

Η ΕΕΝΑ είναι μέθοδος ΐη νΐνο και, επομένως, δεν καταργεί τη χρήση ζώων στην εκτίμηση της 
ευαισθητοποιητικής δραστικότητας εξ επαφής. Είναι ωστόσο ικανή να περιορίσει τον αριθμό των ζώων που 
απαιτούνται για το σκοπό αυτό. Επιπλέον, βελτιώνει ουσιαστικά τον τρόπο με τον οποίο χρησιμοποιούνται τα 
ζώα στις δοκιμές ευαισθητοποίησης εξ επαφής. Η ΕΕΝΑ βασίζεται στα ανοσολογικά συμβάντα που προκαλούν 
οι χημικές ουσίες κατά την επαγωγική φάση της ευαισθητοποίησης. Σε αντίθεση με τις δοκιμές σε ινδικά 
χοιρίδια, η ΕΕΝΑ δεν απαιτεί την εκδήλωση των προκαλούμενων/επαγόμενών αντιδράσεων δερματικής 
υπερευαισθησίας. Επίσης, η ΕΕΝΑ δεν απαιτεί τη χρήση ανοσοενισχυτικών, όπως η δοκιμή μεγιστοποίησης σε 
ινδικά χοιρίδια. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, η ΕΕΝΑ περιορίζει τη δυσφορία των ζώων. Παρά τα πλεονεκτήματά 
της έναντι των κλασικών δοκιμών σε ινδικά χοιρίδια, πρέπει να αναγνωριστεί ότι υπάρχουν ορισμένοι 
περιοριστικοί παράγοντες, που ενδέχεται να επιβάλλουν τη διεξαγωγή κλασικών δοκιμών σε ινδικά χοιρίδια 
(π.χ., ψευδαρνητικά ευρήματα κατά την ΕΕΝΑ με ορισμένα μέταλλα, ψευδοθετικά ευρήματα με ορισμένες 
ερεθιστικές για το δέρμα ουσίες)(10). 

Βλ. επίσης Εισαγωγή για το Μέρος Β. 


1.2 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 


Η βασική αρχή στην οποία στηρίζεται η ΕΕΝΑ είναι ότι οι ευαισθητοποιητικές χημικές ουσίες επάγουν 
πρωτογενή πολλαπλασιασμό των λεμφοκυττάρων των λεμφαδένων που αποχετεύουν το σημείο εφαρμογής 
τους. Ο πολλαπλασιασμός αυτός είναι ανάλογος με την εφαρμοζόμενη δόση (και με την ισχύ του 
αλλεργιογόνου) και αποτελεί ένα απλό μέσο αντικειμενικής, ποσοτικής μέτρησης της ευαισθητοποίησης. Στην 
ΕΕΝΑ ο εν λόγω πολλαπλασιασμός εκτιμάται ως σχέση δόσης-απόκρισης με σύγκριση του φαινομένου μεταξύ 
των ομάδων δοκιμής και ομάδων μαρτύρων που υποβάλλονται σε αγωγή μόνο με το φορέα της ουσίας. 
Προσδιορίζεται ο λόγος του πολλαπλασιασμού στις ομάδες δοκιμής προς τον αντίστοιχο στις ομάδες μάρτυρες, 
ο οποίος καλείται δείκτης διέγερσης και πρέπει να ισούται τουλάχιστον με 3 για να χαρακτηριστεί μια 
ελεγχόμενη ουσία ως δυνάμει ευαισθητοποιητική του δέρματος. Στη μέθοδο που περιγράφεται στο παρόν, 
χρησιμοποιείται ραδιοσήμανση για τη μέτρηση του πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Επιτρέπεται, ωστόσο, η 
χρήση και άλλων τελικών σημείων για την εκτίμηση του πολλαπλασιασμού, με την προϋπόθεση ότι είναι 
δικαιολογημένη και τεκμηριώνεται από κατάλληλα επιστημονικά στοιχεία, μεταξύ των οποίων πλήρεις 
βιβλιογραφικές παραπομπές και περιγραφή της μεθοδολογίας. 
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1.3 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

1.3.1 Προετοιμασίες 

1.3.1.1 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Τα ζώα πρέπει να στεγάζονται χωριστά. Η θερμοκρασία του θαλάμου πειραματόζωων πρέπει να είναι 22°0 
(±3°0). Αν και η σχετική υγρασία πρέπει να είναι τουλάχιστον 30% και, κατά προτίμηση, να μην υπερβαίνει το 
70%, εκτός από τις περιόδους καθαρισμού του θαλάμου, εν τούτοις ο στόχος θα πρέπει να είναι μια τιμή 50- 
60%. Ο φωτισμός πρέπει να είναι τεχνητός, με εναλλαγή φωτός-σκότους ανά 12ωρο. Για τη διατροφή των 
ζώων μπορούν να χρησιμοποιούνται τα συνήθη εργαστηριακά σιτηρέσια, με απεριόριστη παροχή πόσιμου 
νερού. 

1.3.1.2 Προετοιμασία των ζώων 

Τα ζώα επιλέγονται τυχαία, σημαίνονται με τρόπο που επιτρέπει την αναγνώριση του καθενός (αλλά όχι με 
αναγνωριστικό ενώτιο) και παραμένουν στα κλουβιά τους τουλάχιστον για πέντε ημέρες πριν από την έναρξη 
της χορήγησης των δόσεων, ώστε να εγκλιματιστούν στις εργαστηριακές συνθήκες. Πριν από την έναρξη της 
αγωγής, εξετάζονται όλα τα ζώα για να είναι βέβαιο ότι δεν παρουσιάζουν εμφανείς βλάβες του δέρματος. 

1.3.2 Συνθήκες δοκιμής 

1.3.2.1 Πειραματόζωα 

Το είδος που έχει επιλεγεί για τη συγκεκριμένη δοκιμή είναι ο ποντικός. Χρησιμοποιούνται νεαροί ενήλικες 
θηλυκοί ποντικοί της φυλής ΟΒΑ/Οα ή ΟΒΑ/Χ που δεν έχουν ποτέ γεννήσει ούτε εγκυμονούν. Κατά την 
έναρξη της μελέτης, η ηλικία των ζώων πρέπει να κυμαίνεται μεταξύ 8 και 12 εβδομάδων και οι διαφορές 
βάρους μεταξύ τους να είναι ελάχιστες και να μην υπερβαίνουν το 20% της μέσης τιμής. Επιτρέπεται η χρήση 
άλλων φυλών, καθώς και αρσενικών ζώων, εφόσον έχουν συγκεντρωθεί επαρκή δεδομένα, από τα οποία 
προκύπτει ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές απόκρισης κατά την ΕΕΝΑ, οφειλόμενες ειδικά στη φυλή 
ή/και το φύλο. 

1.3.2.2 Έλεγχος αξιοπιστίας 

Για να καταδειχθούν η ορθή εκτέλεση της δοκιμασίας και η ικανότητα του εργαστηρίου να τη διεξάγει με 
επιτυχία, χρησιμοποιούνται θετικοί μάρτυρες. Ένας θετικός μάρτυρας θα πρέπει να δίδει θετική απόκριση κατά 
την ΕΕΝΑ σε επίπεδα έκθεσης τα οποία αναμένεται να προκαλέσουν αύξηση του δείκτη διέγερσης (81) σε 
τιμή >3 σε σύγκριση με την ομάδα αρνητικού μάρτυρα. Η δόση του θετικού μάρτυρα θα πρέπει να επιλέγεται 
κατά τρόπον ώστε να έχει ως αποτέλεσμα σαφή, αλλά όχι υπερβολική επαγωγή. Οι προτιμώμενες ουσίες είναι 
η εξυλοκινναμωμική αλδεΰδη (αριθ. ΟΑ8 101-86-0, αριθ. ΕΙΝΕ03 202-983-3) και το μερκαπτο- 
βενζοθειαζόλιο (αριθ ΟΑ8 149-30-4, αριθ ΕΙΝΕ08 205-736-8). Σε ορισμένες, δεόντως αιτιολογημένες 
περιπτώσεις, μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μάρτυρες άλλες ουσίες, που πληρούν τα προαναφερόμενα 
κριτήρια. Αν και συνήθως απαιτείται ομάδα θετικού μάρτυρα σε κάθε δοκιμασία, ενδέχεται να υπάρχουν 
περιπτώσεις όπου τα εργαστήρια δοκιμών διαθέτουν ιστορικό δεδομένων για θετικό μάρτυρα, από τα οποία 
προκύπτει σταθερή ικανοποιητική απόκριση για χρονικό διάστημα έξι μηνών ή και μεγαλύτερο. Στις 
περιπτώσεις αυτές, μπορεί να είναι σκόπιμο να διεξάγονται δοκιμές με θετικούς μάρτυρες σε αραιότερα 
διαστήματα, όχι πάντως μεγαλύτερα των έξι μηνών. Παρόλο που η χρησιμοποιούμενη ως θετικός μάρτυρας 
ουσία θα πρέπει να ελέγχεται στο φορέα που είναι γνωστό ότι προκαλεί σταθερή απόκριση (π.χ., διάλυμα 
ελαιολάδου σε ακετόνη), ενδέχεται να υπάρχουν περιπτώσεις όπου οι νομοθετικές ρυθμίσεις επιβάλλουν τη 
διεξαγωγή δοκιμών και σε μη τυποποιημένο φορέα (κλινικώς/χημικώς συναφές σκεύασμα). Στις περιπτώσεις 
αυτές, θα πρέπει να ελέγχεται η πιθανή αλληλεπίδραση του θετικού μάρτυρα με τον ασυνήθη φορέα. 

1.3.2.3 Αριθμός ζώων, επίπεδα δόσεων και επιλογή φορέα. 

Χρησιμοποιούνται τουλάχιστον τέσσερα ζώα ανά δοσολογική ομάδα, με τρεις τουλάχιστον συγκεντρώσεις της 
ελεγχόμενης ουσίας, συν μια ομάδα αρνητικού μάρτυρα, που υποβάλλεται σε αγωγή μόνο με το φορέα της 
ελεγχόμενης ουσίας, και ένα θετικό μάρτυρα, όπου ενδείκνυται. Στις περιπτώσεις όπου πρόκειται να 
συγκεντρωθούν δεδομένα για μεμονωμένα ζώα, χρησιμοποιούνται τουλάχιστον πέντε ζώα ανά δοσολογική 
ομάδα. Ο τρόπος χρήσης των ζώων των ομάδων μαρτύρων, εκτός του ότι αυτά δεν υποβάλλονται σε αγωγή με 
την ελεγχόμενη ουσία, πρέπει κατά τα άλλα να είναι πανομοιότυπος με των ζώων των ομάδων αγωγής. 

Η επιλογή των δόσεων και του φορέα πρέπει να βασίζεται στις συστάσεις της δημοσίευσης (1). Οι δόσεις 
επιλέγονται από τη σειρά συγκεντρώσεων 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% κλπ.. Οταν υπάρχουν 
δεδομένα οξείας τοξικότητας και δερματικού ερεθισμού, θα πρέπει να λαμβάνονται υπόψη στην επιλογή των 
τριών διαδοχικών συγκεντρώσεων, έτσι ώστε η υψηλότερη συγκέντρωση να μεγιστοποιεί την έκθεση, χωρίς να 
προκαλεί συστημική τοξικότητα και υπέρμετρο τοπικό ερεθισμό του δέρματος (2)(11). 

Ο φορέας πρέπει να επιλέγεται με γνώμονα τη μεγιστοποίηση των ελεγχόμενων συγκεντρώσεων και της 
διαλυτότητας, με παράλληλο σχηματισμό κατάλληλου διαλύματος/εναιωρήματος για την εφαρμογή της 
ελεγχόμενης ουσίας. Συνιστώνται οι ακόλουθοι φορείς, κατά σειρά προτίμησης: ακετόνη/ελαιόλαδο (σε 
αναλογία 4:1 ν/ν), διμεθυλοφορμαμίδιο, μεθυλ-αιθυλ-κετόνη, προπυλενογλυκόλη και διμεθυλοσουλφοξείδιο 
(2)(10), χωρίς να αποκλείεται η χρήση άλλων, εφόσον υπάρχει επαρκής επιστημονική αιτιολόγηση. Σε 
ορισμένες περιπτώσεις, ενδέχεται να απαιτείται η χρήση ως πρόσθετου μάρτυρα, κλινικώς συναφούς διαλύτη ή 
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του σκευάσματος του εμπορίου με τη μορφή του οποίου διατίθεται στην αγορά η ελεγχόμενη ουσία. Θα πρέπει 
να λαμβάνεται ιδιαίτερη μέριμνα για την ενσωμάτωση υδρόφιλων υλών σε ένα σύστημα φορέα το οποίο 
διαβρέχει το δέρμα και δεν απορρέει αμέσως. Κατά συνέπεια, οι εξ ολοκλήρου υδατικοί φορείς θα πρέπει να 
αποφεύγονται. 

Διαδικασία δοκιμής 

Πειραματικό χρονοδιάγραμμα 

Το πειραματικό πρωτόκολλο της δοκιμασίας έχει ως εξής: 

• 1η ημέρα: 

Κάθε ζώο ζυγίζεται χωριστά και το βάρος του καταγράφεται. Στη ραχιαία επιφάνεια κάθε αυτιού 
τοποθετούνται χωρίς κάλυψη 25μΐ κατάλληλης αραίωσης της ελεγχόμενης ουσίας, του φορέα μόνου ή του 
θετικού μάρτυρα (όπου ενδείκνυται). 

• 2η και 3 η ημέρα: 

Επαναλαμβάνεται η διαδικασία εφαρμογής της ουσίας όπως την πρώτη ημέρα. 

• 4η και 5η ημέρα : 

Καμία αγωγή. 

• 6η ημέρα : 

Καταγράφεται το βάρος κάθε ζώου. Σε όλους τους ποντικούς, ελεγχόμενους και μάρτυρες, χορηγούνται 
με ένεση μέσω της ουραίας φλέβας 250μ1 φυσιολογικού ορού με ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων 
(ΡΒδ), ο οποίος περιέχει 20 μΟΐ (7,4ε + 8 Βη) 3 Η-μεθυλοθυμιδίνης. Εναλλακτικώς, χορηγούνται σε όλα 
τα ποντίκια, με ένεση μέσω της ουραίας φλέβας, 250 μΕ ΡΒδ που περιέχει 2 μΌϊ (7,4© + 7 Βη) 125 Ι~ 
ιωδοδεσοξυουριδίνης και φθοροδεσοξυουριδίνη σε συγκέντρωση 10’ 5 Μ. 

Μετά από πέντε ώρες, τα ζώα θανατώνονται. Εκτέμνονται οι αποχετευτικοί ωτικοί λεμφαδένες από κάθε 
αυτί και συγκεντρώνονται σε ΡΒδ για κάθε ομάδα πειραματοζώων (προσέγγιση συγκέντρωσης κατά 
ομάδα αγωγής). Εναλλακτικώς, εκτέμνονται ζεύγη λεμφαδένων από μεμονωμένα ζώα και 
συγκεντρώνονται σε ΡΒδ για κάθε ζώο (προσέγγιση μεμονωμένου ζώου). Λεπτομέρειες και διαγράμματα 
για την αναγνώριση και την εκτομή των λεμφαδένων παρέχονται στο παράρτημα I της δημοσίευσης 10. 

Παρασκευή κυτταρικών εναιωρημάτων 

Παρασκευάζεται εναιώρημα μεμονωμένων λεμφοκυττάρων από τους λεμφαδένες που έχουν ληφθεί είτε με 
συγκέντρωση κατά ομάδα αγωγής είτε συμμετρικά από μεμονωμένα ζώα, με ήπια μηχανική διάσπαση μέσω 
πλέγματος από ανοξείδωτο χάλυβα με βρογχίδες 200 μιιι. Τα λεμφοκύτταρα εκπλύνονται δύο φορές με 
περίσσεια ΡΒδ και καταβυθίζονται με τριχλωροξικό οξύ (ΤΟΑ) 5% σε θερμοκρασία 4 °0 για 18 ώρες (1). Το 
ίζημα μεταφέρεται σε φιαλίδια σπινθηρισμών που περιέχουν 10 πιΐ υγρού σπινθηρισμών για απαρίθμηση 
τριτίου, αφού προηγουμένως παρασκευασθεί εναιώρημά του σε 1 ιηΐ ΤΟΑ, ή μεταφέρεται ως έχει σε σωλήνες 
απαριθμητή ακτινοβολίας γ για απαρίθμηση 125 Ι. 

Προσδιορισμός του πολλαπλασιασμού των κυττάρων [ενσωματωμένη ραδιενέργεια] 

Η ενσωμάτωση 3 Η-μεθυλοθυμιδίνης μετράται με απαρίθμηση σπινθηρισμών ακτινοβολίας β σε διασπάσεις ανά 
λεπτό (ΌΡΜ). Η ενσωμάτωση 125 Ι-ιωδοδεσοξυουριδίνης μετράται με απαρίθμηση 1ζ5 Ι επίσης σε ΌΡΜ. 
Ανάλογα με την υιοθετούμενη προσέγγιση, η ενσωμάτωση εκφράζεται είτε σε ϋΡΜ/ομάδα αγωγής (ομαδική 
προσέγγιση) ή σε ϋΡΜ/ζώο (ατομική προσέγγιση). 

Παρατηρήσεις 

Κλινικές παρατηρήσεις 

Τα ζώα πρέπει να εξετάζονται με προσοχή μία φορά ημερησίως για τη διαπίστωση τυχόν κλινικών 
συμπτωμάτων είτε τοπικού ερεθισμού στο σημείο εφαρμογής της ελεγχόμενης ουσίας είτε συστημικής 
τοξικότητας. Όλες οι παρατηρήσεις καταγράφονται συστηματικά σε χωριστό αρχείο για κάθε ζώο. 

Βάρος σώματος 

Όπως αναφέρεται στην παράγραφο 1.3.3.1, το βάρος κάθε ζώου πρέπει να μετράται κατά την έναρξη της 
δοκιμής και κατά τον προγραμματισμένο χρόνο θανάτωσης των ζώων. 

Υπολογισμός των αποτελεσμάτων 

Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως δείκτης διέγερσης (δΐ). Στην περίπτωση της ομαδικής προσέγγισης, ο δΐ 
προκύπτει με διαίρεση της κοινής ενσωμάτωσης ραδιενεργού ισοτόπου σε κάθε ομάδα αγωγής δια της 
ενσωμάτωσης στην κοινή ομάδα μάρτυρα που έχει λάβει μόνο το φορέα το αποτέλεσμα της πράξης αυτής είναι 
η μέση τιμή 81. Στην περίπτωση της ατομικής προσέγγισης, ο δΐ προκύπτει με διαίρεση της μέσης τιμής 
ΌΡΜ/ζώο κάθε ομάδας αγωγής, όπως επίσης και της ομάδας θετικών μαρτύρων, δια της μέσης τιμής ΟΡΜ/ζώο 
της ομάδας μαρτύρων που έχει λάβει μόνο το φορέα. Ο μέσος δΐ για τους μάρτυρες που έχουν λάβει μόνο το 
φορέα ισούται τότε με 1. 
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Η εφαρμογή της ατομικής προσέγγισης για τον υπολογισμό του 81 επιτρέπει τη στατιστική ανάλυση των 
δεδομένων. Κατά την επιλογή της ενδεδειγμένης μεθόδου στατιστικής ανάλυσης, ο ερευνητής θα πρέπει να 
λαμβάνει υπόψη τις πιθανές ανισότητες διακυμάνσεων και άλλα συναφή προβλήματα, τα οποία ενδέχεται να 
επιβάλλουν μετασχηματισμό ή μη παραμετρική στατιστική ανάλυση των δεδομένων. Ικανοποιητικός τρόπος 
ερμηνείας των δεδομένων είναι η αξιολόγηση όλων των επιμέρους δεδομένων για τα ζώα που έλαβαν την 
ελεγχόμενη ουσία και τους μάρτυρες που έλαβαν μόνο το φορέα, και ο σχεδιασμός της καμπύλης δόσης- 
απόκρισης που διέρχεται από τα περισσότερα σημεία, συνυπολογίζοντας τα όρια εμπιστοσύνης (8)( 12)( 13). 
Ωστόσο, ο ερευνητής θα πρέπει να είναι εξαιρετικά προσεκτικός απέναντι στο ενδεχόμενο αποκρίσεων εκτός 
καμπύλης σε ορισμένα ζώα μιας ομάδας, οι οποίες μπορεί να επιβάλλουν τη χρήση εναλλακτικού μέτρου της 
απόκρισης (π.χ. της διαμέσου αντί του αριθμητικού μέσου) ή την απόρριψη των εκτός καμπύλης τιμών. 

Η απόφαση για το χαρακτηρισμό μιας απόκρισης ως θετικής προϋποθέτει συντελεστή διέγερσης >3 και 
συνεκτίμηση της σχέσης δόσης-απόκρισης, καθώς και, κατά περίπτωση, της στατιστικής σημασίας 
(3)(6)(8)(12Χ14). 

Εάν είναι αναγκαίο να διασαφηνιστούν τα αποτελέσματα, τότε θα πρέπει να λαμβάνονται υπόψη οι διάφορες 
ιδιότητες της ελεγχόμενης ουσίας, μεταξύ των οποίων το κατά πόσον έχει δομική σχέση με γνωστές 
ευαισθητοποιητικές ουσίες, κατά πόσον προκαλεί υπέρμετρο ερεθισμό του δέρματος και τι είδους απόκριση 
διαπιστώθηκε σε συνάρτηση με τις δόσεις. Αυτά και άλλα κριτήρια αναλύονται στη δημοσίευση (7). 

2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

Τα δεδομένα θα πρέπει να συνοψίζονται σε πίνακα, όπου θα εμφαίνονται οι μέσες και οι επιμέρους τιμές ϋΡΜ 
και 81 για κάθε δοσολογική ομάδα (συμπεριλαμβανομένης της ομάδας μάρτυρα που έλαβε μόνο το φορέα). 

3 ΕΚΘΕΣΗ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής θα πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλουθα στοιχεία: 

Ελεγχόμενη ουσία: 

— στοιχεία ταυτότητας (π.χ. αριθ. 0Α8, εφόσον υπάρχει, πηγή, καθαρότητα, γνωστές ξένες προσμίξεις, 
αριθμός παρτίδας)· 

— φυσική κατάσταση και φυσικοχημικές ιδιότητες (π.χ. πτητικότητα, σταθερότητα, διαλυτότητα)· 

— προκειμένου για μίγματα, σύσταση και εκατοστιαία αναλογία των συστατικών. 

Φορέας: 

— στοιχεία ταυτότητας [καθαρότητα, συγκέντρωση (κατά περίπτωση), όγκος που χρησιμοποιήθηκε]· 

— αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα. 


Πειραματόζωα δοκιμής: 

— φυλή ποντικών που χρησιμοποιήθηκε· 

— μικροβιολογική κατάσταση των ζώων, εφόσον είναι γνωστή· 
—προέλευση των ζώων, συνθήκες στέγασης, σιτηρέσιο κλπ. 

— αριθμός, ηλικία και φύλο των ζώων. 


Συνθήκες δοκιμής: 

— λεπτομέρειες για την παρασκευή και εφαρμογή της ελεγχόμενης ουσίας· 

— αιτιολόγηση της επιλογής των δόσεων, συμπεριλαμβανομένων των αποτελεσμάτων μελετών εύρεσης 
πεδίου τιμών, εφόσον έχουν διεξαχθεί, συγκεντρώσεις φορέα και ελεγχόμενης ουσίας που 
χρησιμοποιήθηκαν και συνολική ποσότητα ουσίας που χορηγήθηκε· 

— λεπτομέρειες για την ποιότητα της τροφής και του νερού (μεταξύ άλλων, τύπος/προέλευση του σιτηρεσίου, 
προέλευση του νερού). 

Έλεγχος αξιοπιστίας: 

— περίληψη των αποτελεσμάτων του πιο πρόσφατου ελέγχου αξιοπιστίας, συμπεριλαμβανομένων 
πληροφοριών σχετικά με την ουσία, τη συγκέντρωση και το φορέα που χρησιμοποιήθηκαν* 

— ταυτόχρονα δεδομένα ή/και ιστορικό δεδομένων του εργαστηρίου δοκιμών σχετικά με θετικούς και 
αρνητικούς μάρτυρες. 

Αποτελέσματα: 

— βάρος κάθε ζώου κατά την έναρξη της χορήγησης των δόσεων, καθώς και κατά τον προγραμματισμένο 
χρόνο θανάτωσης· 
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— πίνακα με τις μέσες τιμές (ομαδική προσέγγιση) ή τις επιμέρους τιμές (ατομική προσέγγιση) ϋΡΜ όπως 

επίσης και τις κλίμακες τιμών των δύο προσεγγίσεων και με τους δείκτες διέγερσης για κάθε δοσολυγική 
ομάδα (συμπεριλαμβανομένης της ομάδας μάρτυρα που έλαβε μόνο το φορέα)· 

— στατιστική ανάλυση, κατά περίπτωση· 

— για κάθε ζιόο, χρόνος εκδήλωσης και εξέλιξη των συμπτωμάτων τοξικότητας, συμπεριλαμβανομένου τυχόν 
ερεθισμού του δέρματος στο σημείο χορήγησης. 

Συζήτηση των αποτελεσμάτων: 

— σύντομος σχολιασμός των αποτελεσμάτων, της ανάλυσης της σχέσης δόσης-απόκρισης και, κατά 
περίπτωση, των στατιστικών αναλύσεων, με γνωμάτευση για το χαρακτηρισμό ή μη της ελεγχόμενης 
ουσίας ως ευαισθητοποιητικής του δέρματος. 
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Β.43. ΜΕΛΕΤΗ ΝΕΥΡΟΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ ΣΕ ΤΡΩΚΤΙΚΑ 


1. Η ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμών είναι ισοδύναμη με την κατευθυντήρια γραμμή δοκιμών ΤΟ 424 (1997) του 
ΟΟΣΑ. 

Η μέθοδος έχει μελετηθεί για να επιτρέπει τη συγκέντρωση των αναγκαίων στοιχείων για την επιβεβαίωση ή 
τον περαιτέρω χαρακτηρισμό των νευροτοξικών ιδιοτήτων των χημικών ουσιών σε ενήλικα ζώα. Είναι δυνατόν 
να συνδυαστεί με υφιστάμενες μεθόδους δοκιμών για μελέτες τοξικότητας επαναλαμβανόμενης δόσης ή να 
εφαρμοστεί ως αυτοτελής μελέτη. Συνιστάται η χρήση του καθοδηγητικού εγγράφου του ΟΟΣΑ για τις 
στρατηγικές και μεθόδους δοκιμών νευροτοξικότητας (1) ως βοηθήματος για το σχεδιασμό μελετών 
βασιζόμενων στην παρούσα μέθοδο δοκιμών. Αυτό έχει ιδιαίτερη σημασία όταν μελετώνται τροποποιήσεις των 
διαδικασιών παρατήρησης και δοκιμών που συνιστώνται για τη συνήθη χρήση της μεθόδου. Το εν λόγω 
καθοδηγητικό έγγραφο προορίζεται να διευκολύνει την επιλογή άλλων διαδικασιών για εφαρμογή σε ειδικές 
περιστάσεις. 

Η εκτίμηση των νευροτοξικών επιδράσεων στην ανάπτυξη δεν αποτελεί αντικείμενο της παρούσας μεθόδου. 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Είναι σημαντικό να λαμβάνονται υπόψη στην εκτίμηση και αξιολόγηση των τοξικών ιδιοτήτων των χημικών 
ουσιών οι πιθανές νευροτοξικές επιδράσεις. Η μέθοδος δοκιμών συστηματικής τοξικότητας 
επαναλαμβανόμενης δόσης περιλαμβάνει ήδη παρατηρήσεις που επιτρέπουν τον αποκλεισμό ή μη της πιθανής 
νευροτοξικότητας. Η παρούσα μέθοδος δοκιμών μπορεί να χρησιμοποιηθεί για το σχεδιασμό μελετών με σκοπό 
τη συγκέντρωση περισσότερων πληροφοριών ή την επιβεβαίωση των νευροτοξικών επιδράσεων που 
παρατηρούνται στις μελέτες συστηματικής τοξικότητας επαναλαμβανόμενης δόσης. Ωστόσο, από ορισμένα 
από μελέτες της πιθανότητας νευροτοξικότητας για ορισμένες κατηγορίες χημικών ουσιών ενδέχεται να 
προκύπτει ότι αυτές αξιολογούνται καλύτερα με την παρούσα μέθοδο, χωρίς να χρειάζεται να υπάρχουν 
ενδείξεις νευροτοξικότητας από προηγούμενες μελέτες συστηματικής τοξικότητας επαναλαμβανόμενης δόσης. 
Τέτοιες μελέτες περιλαμβάνουν για παράδειγμα: 

• τη παρατήρηση νευρολογικών συμπτωμάτων ή νευροπαθολογικών βλαβών σε άλλες μελέτες τοξικότητας 
πλην των μελετών συστηματικής τοξικότητας επαναλαμβανόμενης δόσης ή 

• τη δομική σχέση ή άλλα στοιχεία που συνδέουν την ελεγχόμενη ουσία με γνωστά νευροτοξικά. 

Υπάρχουν επίσης και άλλες περιπτώσεις όπου ενδείκνυται η χρήση της παρούσας μεθόδου δοκιμών* για 
περισσότερες λεπτομέρειες, βλ. δημοσίευση (1). 

Η παρούσα μέθοδος έχει μελετηθεί κατά τρόπον ώστε να μπορεί να προσαρμόζεται σε συγκεκριμένες ανάγκες 
σχετικές με την επιβεβαίωση παθολογοανατομικών ευρημάτων νευροτοξικότητας και νευροτοξικών 
διαταραχών της συμπεριφοράς από τη χρήση ενός χημικού, καθώς και με το χαρακτηρισμό και τον ποσοτικό 
προσδιορισμό των νευροτοξικών αντιδράσεων. 

Παλαιότερα, η νευροτοξικότητα ταυτιζόταν με τη νευροπάθεια που συνεπάγεται νευ ροπαθολογικές βλάβες ή 
νευρολογικές δυσλειτουργίες, όπως επιληπτικές κρίσεις, παράλυση ή τρόμο. Παρόλο που η νευροπάθεια 
αποτελεί σημαντική εκδήλωση νευροτοξικότητας, σήμερα είναι πλέον σαφές ότι υπάρχουν πολλά άλλα σημεία 
τοξικής επίδρασης στο νευρικό σύστημα (π.χ. απώλεια συντονισμού των κινήσεων, περιορισμό των αισθήσεων, 
δυσλειτουργίες της μάθησης και της μνήμης), που ενδεχομένως δεν αποκαλύπτουν αποκαλύπτονται σε μελέτες 
νευροπάθειας ή άλλου τύπου. 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμών νευροτοξικότητας έχει μελετηθεί για να ανιχνεύει σοβαρές επιδράσεις στη 
συμπεριφορά και παθολογικές επιδράσεις στο νευρικό σύστημα ενηλίκων τρωκτικών. Ενώ οι επιδράσεις στη 
συμπεριφορά, ακόμη και αν δεν συνοδεύονται από μορφολογικές αλλαγές, μπορούν να αποκαλύψουν δυσμενή 
επίδραση στον οργανισμό, δεν συνδέονται όλες οι διαταραχές της συμπεριφοράς ειδικά με το νευρικό σύστημα. 
Κατά συνέπεια, οι παρατηρούμενες αλλαγές θα πρέπει να αξιολογούνται σε συνάρτηση με ιστοπαθολογικά, 
αιματολογικά ή βιοχημικά δεδομένα, καθώς και με δεδομένα για άλλους τύπους συστηματικής τοξικότητας. Οι 
εξετάσεις που απαιτεί η παρούσα μέθοδος για το χαρακτηρισμό και τον ποσοτικό προσδιορισμό των 
νευροτοξικών αντιδράσεων περιλαμβάνουν ειδικές ιστοπαθολογικές εξετάσεις και διαδικασίες μελέτης της 
συμπεριφοράς, που μπορούν να υποστηριχτούν με ηλεκτροφυσιολογικές ή/και βιοχημικές εξετάσεις 
(1Χ2Χ3Χ4). ' 
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Τα νευροτοξικά μπορούν να δράσουν στο νευρικό σύστημα σε αρκετούς στόχους και με ποικίλους 
μηχανισμούς. Δεδομένου ότι δεν υπάρχει μία και μόνη σειρά δοκιμών ικανή να επιτρέψει την πλήρη εκτίμηση 
των νευροτοξικών ιδιοτήτων όλων των ουσιών, ενδέχεται να είναι αναγκαία η διεξαγωγή άλλων δοκιμών ΐη 
νΐνο ή ΐη νΐίνο ειδικών για τον τύπο της παρατηρούμενης ή προβλεπόμενης νευροτοξικότητας. 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμών μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί, σύμφωνα με τις οδηγίες που παρέχονται στο 
καθοδηγητικό έγγραφο του ΟΟΣΑ για Στρατηγικές και μεθόδους δοκιμών Νευροτοξικότητας (1), για το 
σχεδιασμό μελετών με τις οποίες επιδιώκεται ο περαιτέρω χαρακτηρισμός ή η αύξηση της ευαισθησίας του 
ποσοτικού προσδιορισμού της σχέσης δόσης-απόκρισης ή η ακριβέστερη εκτίμηση του ΝΟΑΕΕ ή η 
επαλήθευση γνωστών κινδύνων ή υπονοιών για κινδύνους από τη χημική ουσία. Για παράδειγμα, είναι δυνατόν 
να σχεδιαστούν μελέτες για τη διαλεύκανση και την αξιολόγηση του ή των νευροτοξικών μηχανισμών ή για τη 
συμπλήρωση δεδομένων που έχουν προκόψει από την εφαρμογή των βασικών διαδικασιών μελέτης της 
συμπεριφοράς και νευροπαθολογικών παρατηρήσεων. Οι εν λόγω μελέτες δεν πρέπει να αναπαράγουν 
δεδομένα που συγκεντρώνονται με την χρήση των τυπικών διαδικασιών τις οποίες συνιστά η μέθοδος, εάν τα 
δεδομένα αυτά είναι ήδη διαθέσιμα και δεν θεωρούνται απαραίτητα για την ερμηνεία των αποτελεσμάτων της 
μελέτης. 

Η παρούσα μελέτη νευροτοξικότητας, χρησιμοποιούμενη μόνη ή σε συνδυασμό με άλλες, παρέχει στοιχεία με 
τα οποία είναι δυνατόν: 

- να διαπιστωθεί αν η ελεγχόμενη χημική ουσία προκαλεί μόνιμες ή ανατάξιμες βλάβες στο νευρικό σύστημα* 

- να συμβάλλουν ο στο χαρακτηρισμός των βλαβών του νευρικού συστήματος που συνδέονται με την έκθεση 
στη χημική ουσία, καθώς και στη κατανόηση των υπεύθυνων μηχανισμών· 

- να προσδιοριστούν οι σχέσεις δόσης-απόκρισης και χρόνου-απόκρισης, προκειμένου να υπολογιστεί το 
ΝΟΑΕΤ (το οποίο μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον καθορισμό κριτηρίων ασφάλειας για τις χημικές 
ουσίες). 

Στην παρούσα μέθοδο δοκιμών η ελεγχόμενη ουσία χορηγείται από το στόμα. Ενδέχεται άλλες οδοί χορήγησης 
(π.χ. από το δέρμα ή με την εισπνοή) να είναι καταλληλότερες και απαιτούν τροποποίηση των συνιστώμενων 
διαδικασιών. Τα κριτήρια επιλογής της οδού χορήγησης εξαρτώνται από τον τύπο της έκθεσης του ανθρώπου 
και τα διαθέσιμα τοξικολογικά στοιχεία ή στοιχεία κινητικής. 


1.2 


ΟΡΙΣΜΟΙ 


Δυσμενής επίδραση: κάθε απόκλιση από τη βασική γραμμή, που συνδέεται με την αγωγή και μειώνει την 
ικανότητα ενός οργανισμού να επιζεί, να αναπαράγεται ή να προσαρμόζεται στο περιβάλλον του. 

Δόση: η χορηγούμενη ποσότητα ελεγχόμενης ουσίας* εκφράζεται σε βάρος ουσίας (§, ηι§) ή σε βάρος ουσίας 
ανά μονάδα βάρους του πειραματοζώου (π.χ. ηι§/1<:§) ή σε σταθερές συγκεντρώσεις στο σιτηρέσιο (ρριη). 

Δοσολογία: γενικός όρος που περικλείει τη δόση, τη συχνότητα χορήγησης και τη διάρκεια της δόσης. 

Νευροτοξικότητα: δυσμενής μεταβολή της δομής ή της λειτουργίας του νευρικού συστήματος που οφείλεται 
στην έκθεση σε χημικούς, βιολογικούς ή φυσικούς παράγοντες. 

Νευροτοξικό: κάθε χημικός, βιολογικός ή φυσικός παράγοντας που μπορεί να προκαλέσει νευροτοξικότητα. 

ΝΟΑΕΤ: από τα αρχικά του αγγλικού "ηο-ούδβτνβά-εάνβτεβ οίϊβοΐ Ιβνβΐ", που σημαίνει το υψηλότερηο 
επίπεδο δόσης στην οποία δεν παρατηρούνται δυσμενείς επιδράσεις σχετιζόμενες με την αγωγή. 


1.3 


ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 


Μια σειρά δόσεων της ελεγχόμενης χημικής ουσίας χορηγούνται από το στόμα σε πολλές ομάδες τρωκτικών 
εργαστηριακής χρήσης. Συνήθως απαιτούνται επαναλαμβανόμενες δόσεις, ενώ η δοσολογία μπορεί να είναι 
κάθε 28 ημερών, σε χρονικά διαστήματα μικρότερα του ενός έτους (90 ημέρες) ή σε χρονικά διαστήματα του 
ενός έτους (ή περισσότερο). Οι διαδικασίες που καθορίζονται στην παρούσα μέθοδο δοκιμών μπορούν επίσης 
να χρησιμοποιηθούν για μελέτες οξείας τοξικότητας. Τα ζώα υποβάλλονται σε εξετάσεις που επιτρέπουν τη 
διαπίστωση ή το χαρακτηρισμό διαταραχών της συμπεριφοράς ή/και νευρολογικών. Στη διάρκεια κάθε 
περιόδου παρατήρησης αξιολογείται μια σειρά επιδράσεων στη συμπεριφορά που θα μπορούσαν να οφείλονται 
σε νευροτοξικά. Στο τέλος της δοκιμής, μια υποομάδα ζώων από κάθε (ρόλο και κάθε ομάδα υποβάλλονται σε 
έγχυση ΐη 5ϊίιι και ακολουθεί παρασκευή τομών εγκεφάλου, νωτιαίου μυελού και περιφερειακών νεύρων για 
εξέταση. 
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Όταν η μελέτη διεξάγεται αυτοτελώς για τον αποκλεισμό ή μη της νευροτοξικότητας ή για το χαρακτηρισμό 
νευροτοξικών επιδράσεων, τα ζώα κάθε ομάδας που δεν επιλέγονται για έγχυση και επακόλουθη 
ιστοπαθολογική εξέταση (βλ. πίνακα 1) μπορούν να υποβληθούν σε ειδικές διαδικασίες μελέτης της 
συμπεριφοράς και σε νευροπαθολογικές, νευροχημικές ή ηλεκτροφυσιολογικές εξετάσεις, οι οποίες 
συμπληρώνουν τα ευρήματα από τις τυπικές εξετάσεις που απαιτεί η παρούσα μέθοδος (1). Οι 
συμπληρωματικές αυτές διαδικασίες είναι ιδιαίτερα χρήσιμες στις περιπτώσεις όπου εμπειρικές παρατηρήσεις 
ή αναμενόμενες επιδράσεις υποδεικνύουν ένα συγκεκριμένο τύπο ή στόχο νευροτοξικότητας μιας χημικής 
ουσίας. Μια άλλη δυνατότητα είναι η χρήση των υπόλοιπων ζώων για τις εκτιμήσεις που απαιτούν οι μέθοδοι 
δοκιμών τοξικότητας επαναλαμβανόμενης δόσης σε τρωκτικά. 

Όταν η παρούσα μέθοδος δοκιμών συνδυάζεται με άλλες μεθόδους, απαιτείται ικανός αριθμός ζώων για να 
ικανοποιούνται οι απαιτήσεις για τις παρατηρήσεις και των δύο μεθόδων. 

1.4 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΩΝ 

1.4.1 Επιλογή είδους ζώων 

Το προτιμώμενο είδος τρωκτικού είναι ο επίμυς, αλλά μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλα είδη τρωκτικών, 
με αιτιολόγηση της επιλογής τους. Πρέπει να χρησιμοποιούνται υγιή νεαρά ενήλικα ζώα που ανήκουν σε φυλές 
κοινής εργαστηριακής χρήσης. Τα θηλυκά ζώα πρέπει να μην έχουν ποτέ γεννήσει ούτε να εγκυμονούν. Η 
χορήγηση των δόσεων θα πρέπει κατά κανόνα να αρχίζει το ταχύτερο δυνατόν μετά τον απογαλακτισμό, κατά 
προτίμηση όταν τα ζώα είναι ηλικίας το πολύ έξι εβδομάδων και, πάντως, πριν συμπληρώσουν τις εννέα 
εβδομάδες. Οταν ωστόσο η μελέτη αυτή συνδυάζεται με άλλες, μπορεί να χρειάζεται προσαρμογή της 
απαίτησης για την ηλικία. Κατά την έναρξη της μελέτης, η διακύμανση του βάρους των χρησιμοποιούμενων 
ζώων δεν πρέπει να υπερβαίνει το ± 20% του μέσου βάρους κάθε φύλου. Στις περιπτώσεις όπου διεξάγεται μια 
βραχεία μελέτη επαναλαμβανόμενης δόσης ως προκαταρτική μακροχρόνιας μελέτης, θα πρέπει να 
χρησιμοποιούνται ζώα της ίδιας φυλής και προέλευσης, στις δύο μελέτες. 

1.4.2 Συνθήκες στέγασης και διατροφής 

Η θερμοκρασία του θαλάμου πειραματοζώων πρέπει να είναι 22°0 (±3°0). Αν και η σχετική υγρασία πρέπει να 
είναι τουλάχιστον 30% και, κατά προτίμηση, να μην υπερβαίνει το 70%, εκτός από τις περιόδους καθαρισμού 
του θαλάμου, εν τούτοις ο στόχος θα πρέπει να είναι μια τιμή 50-60%. Ο φωτισμός πρέπει να είναι τεχνητός, με 
εναλλαγή φωτός-σκότους ανά 12ωρο. Οι δυνατοί, διακεκομμένοι θόρυβοι θα πρέπει να περιορίζονται στο 
ελάχιστο. Για τη διατροφή των ζώων μπορούν να χρησιμοποιούνται τα συνήθη εργαστηριακά σιτηρέσια, με 
απεριόριστη παροχή πόσιμου νερού. Οταν η ελεγχόμενη ουσία χορηγείται με την τροφή, στη παρούσα μέθοδο, 
η ανάγκη παρασκευής κατάλληλου μίγματος είναι δυνατόν να επηρεάσει την επιλογή του σιτηρεσίου. Τα ζώα 
μπορούν να στεγάζονται χωριστά ή σε μικρές ομάδες του ίδιου φύλου. 

1.4.3 Προετοιμασία των ζώων 

Υγιή νεαρά ζώα κατανέμονται τυχαία στις ομάδες αγωγής και ομάδες μάρτυρες. Η διάταξη των κλουβιών θα 
πρέπει να είναι τέτοια ώστε να ελαχιστοποιεί την πιθανότητα επιδράσεων οφειλόμενων στη θέση των 
κλουβιών. Τα ζώα σημαίνονται με τρόπο που επιτρέπει την αναγνώριση του καθενός και παραμένουν στα 
κλουβιά τους τουλάχιστον για πέντε ημέρες πριν από την έναρξη της μελέτης, ώστε να εγκλιματιστούν στις 
εργαστηριακές συνθήκες. 

1.4.4 Οδός χορήγησης και παρασκευή των δόσεων 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμών αφορά ειδικά τη χορήγηση της ελεγχόμενης ουσίας από το στόμα. Η ουσία 
μπορεί να χορηγηθεί με καθετήρα σίτισης, με την τροφή, με το νερό ή σε κάψουλες. Ενδέχεται άλλες οδοί 
χορήγησης (π.χ. από το δέρμα ή με την εισπνοή) να είναι καταλληλότερες και απαιτούν τροποποίηση των 
συνιστώμενων διαδικασιών. Τα κριτήρια επιλογής της οδού χορήγησης εξαρτώνται από τον τύπο της έκθεσης 
του ανθρώπου και τα διαθέσιμα τοξικολογικά στοιχεία ή στοιχεία κινητικής. Θα πρέπει να αναφέρονται οι 
λόγοι της επιλογής άλλης οδού χορήγησης, καθώς και οι συνακόλουθες τροποποιήσεις των διαδικασιών της 
παρούσας μεθόδου. 

Εάν είναι απαραίτητο, μπορεί να παρασκευαστεί διάλυμα ή εναιώρημα της ελεγχόμενης ουσίας σε κατάλληλο 
φορέα. Συνιστάται να χρησιμοποιούνται, πρωτίστως, υδατικά διαλύματα/εναιωρήματα, με δεύτερα κατά σειρά 
προτίμησης τα διαλύματα/εναιω ρήματα σε έλαιο (π.χ. αραβοσιτέλαιο) και τελευταία τα 
διαλύματα/εναιωρήματα σε άλλους φορείς. Οι τοξικολογικές ιδιότητες του φορέα πρέπει να είναι γνωστές. 
Επιπλέον, πρέπει να λαμβάνονται υπόψη τα ακόλουθα χαρακτηριστικά του: επίδραση στην απορρόφηση, την 
κατανομή, το μεταβολισμό ή την κατακράτηση της ελεγχόμενης ουσίας, η οποία μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα 
μεταβολή των τοξικολογικών ιδιοτήτων της, και επίδραση στην κατανάλωση τροφής/νερού από τα ζώα ή στη 
θρέψη τους. 
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1.5 ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1.5.1 Αριθμός και φύλο των ζώων 

Όταν η μελέτη διεξάγεται αυτοτελώς, κάθε ομάδα αγωγής και ομάδα μάρτυρας πρέπει να αποτελείται 
τουλάχιστον από 20 ζώα (10 θηλυκά και 10 αρσενικά) για την αξιολόγηση των λεπτομερών κλινικών και 
λειτουργικών παρατηρήσεων. Στο τέλος της μελέτης, επιλέγονται τουλάχιστον πέντε αρσενικά και πέντε 
θηλυκά ζώα μεταξύ των παραπάνω 10 αρσενικών και 10 θηλυκών, υποβάλλονται σε έγχυση ΐη δΐίιι και 
χρησιμοποιούνται για λεπτομερή νευροϊστοπαθολογική εξέταση. Εάν ο αριθμός των ζώων μιας δεδομένης 
ομάδας αγωγής που εξετάζονται για συμπτώματα νευροτοξικότητας είναι περιορισμένος, θα πρέπει να 
συμπεριλαμβάνονται στα επιλεγόμενα για έγχυση. Όταν η μελέτη συνδυάζεται με μελέτη τοξικότητας 
επαναλαμβανόμενης δόσης, απαιτείται ικανός αριθμός ζώων για να καλύπτονται οι απαιτήσεις και των δύο 
μελετών. Όι ελάχιστοι αριθμοί ζώων ανά ομάδα για διάφορους συνδυασμούς μελετών παρατίθενται στον 
πίνακα 1. Εάν έχουν προγραμματιστεί ενδιάμεσες θανατώσεις ή ομάδες ανάρρωσης για την παρατήρηση της 
εμφάνισης ανατάξιμων, μόνιμων ή όψιμων επιδράσεων μετά την αγωγή ή εάν μελετάται το ενδεχόμενο 
συμπληρωματικών παρατηρήσεων, ο αριθμός των ζώων θα πρέπει να αυξάνεται, ώστε να επαρκεί για την 
παρατήρηση και την ιστοπαθολογία. 

1.5.2 Ομάδες αγωγής και ομάδα μάρτυρας 

Κατά κανόνα χρησιμοποιούνται τουλάχιστον τρεις ομάδες αγωγής και μία ομάδα μάρτυρας. Εάν όμως από την 
αξιολόγηση άλλων δεδομένων, δεν αναμένονται επιδράσεις με μια επαναλαμβανόμενη δόση 1000 ιη§/Ίί§ 
βάρους σώματος/ημέρα, είναι δυνατόν να διεξαχθεί οριακή δοκιμή. Εάν δεν υπάρχουν κατάλληλα στοιχεία, 
είναι δυνατόν να διεξαχθεί μελέτη εύρεσης πεδίου τιμών για να βοηθήσει στον καθορισμό των δόσεων που θα 
χορηγηθούν. Ο τρόπος χρήσης των ζώων της ομάδας μάρτυρα, εκτός του ότι αυτά δεν υποβάλλονται σε αγωγή 
με την ελεγχόμενη ουσία, πρέπει κατά τα άλλα να είναι πανομοιότυπος με των ζώων των ομάδων αγωγής. Σε 
περίπτωση χρήσης φορέα για τη χορήγηση της ελεγχόμενης ουσίας, αυτός θα πρέπει να χορηγείται στην ομάδα 
μάρτυρα στο μεγαλύτερο χρησιμοποιούμενο όγκο. 

1.5.3 Έλεγχος αξιοπ ιστίας 

Το εργαστήριο που αναλαμβάνει τη μελέτη θα πρέπει να αποδεικνύει την ικανότητά του να τη διεξάγει, καθώς 
και την ευαισθησία των διαδικασιών που εφαρμόζει. Τα σχετικά δεδομένα θα πρέπει να καταδεικνύουν την 
ικανότητα ανίχνευσης και ποσοτικού προσδιορισμού, κατά περίπτωση, των μεταβολών των διαφόρων τελικών 
σημείων που συνιστά η μέθοδος να παρατηρούνται, όπως η αυτόνομη λειτουργία, η αισθητικότητα, η ισχύς των 
άκρων και η κινητικότητα. Πληροφορίες για χημικές ουσίες που προκαλούν νευροτοξικές αντιδράσεις 
διαφόρων τύπων και θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως θετικοί μάρτυρες παρέχονται στις δημοσιεύσεις (2) 
έως (9). Εφόσον τα βασικά σημεία των πειραματικών διαδικασιών παραμένουν αμετάβλητα, μπορεί να 
χρησιμοποιείται το ιστορικό δεδομένων, το οποίο συνιστάται να ανανεώνεται κατά διαστήματα. Όταν το 
εργαστήριο τροποποιεί βασικά σημεία του τρόπου εργασίας ή των διαδικασιών της δοκιμής, θα πρέπει να να 
παρουσιάσει νέα δεδομένα που αποδεικνύουν τη διατήρηση της ευαισθησίας των διαδικασιών. 

1.5.4 Επιλογή δόσεων 

Οι δόσεις θα πρέπει να επιλέγονται λαμβάνοντας υπόψη τα δεδομένα που τυχόν έχουν προηγουμένως 
παρατηρηθεί, που αφορούν την τοξικότητα ή την κινητική της ελεγχόμενης χημικής ένωσης ή άλλων ομοειδών 
ουσιών. Το υψηλότερο επίπεδο δόσης θα πρέπει να επιλέγεται με σκοπό την πρόκληση νευ ροτοξικών ή σαφών 
συστηματικών επιδράσεων. Στη συνέχεια, επιλέγεται μια φθίνουσα σειρά επιπέδων δόσης με σκοπό τον 
προσδιορισμό της ενδεχόμενης σχέσης δόσης-απόκρισης και του ΝΟΑΕΕ στη χαμηλότερη δόση. Οι δόσεις θα 
πρέπει κατ’ αρχήν να καθορίζονται κατά τρόπον ώστε να επιτρέπουν τη διάκριση μεταξύ πρωτογενών τοξικών 
επιδράσεων στο νευρικό σύστημα και συστηματικής τοξικότητας. Δύο έως τρία επίπεδα δόσης είναι συχνά η 
καλύτερη λύση, ενώ είναι προτιμότερο να προστίθεται μια τέταρτη ομάδα αγωγής αντί να διαφέρουν τα 
επίπεδα πολύ μεταξύ τους (π.χ. διαφορά μεγαλύτερη από 1 προς 10). Εάν υπάρχει βάσιμη εκτίμηση της 
έκθεσης του ανθρώπου, θα πρέπει να λαμβάνεται και αυτή υπόψη. 

1.5.5 Οριακή δοκιμή 

Εάν σε μελέτη με δόση τουλάχιστον 1000 ηι§/Ε§ βάρους σώματος/ημέρα, με εφαρμογή των διαδικασιών που 
περιγράφονται στα προηγούμενα, δεν παρατηρηθούν εμφανείς νευ ροτοξικές επιδράσεις και εφόσον δεν 
αναμένεται τοξικότητα με βάση στοιχεία για ουσίες ανάλογης χημικής δομής, τότε μπορεί να κριθεί περιττή η 
διεξαγωγή πλήρους μελέτης με τρεις διαφορετικές δόσεις. Η προβλεπόμενη έκθεση του ανθρώπου ενδέχεται να 
δείχνει ότι είναι αναγκαίο να χρησιμοποιηθεί στην οριακή δοκιμή υψηλότερη δόση από το στόμα. Σε 
περίπτωση χορήγησης από άλλη οδό, όπως εισπνοή ή εφαρμογή στο δέρμα, το μέγιστα εφικτό επίπεδο έκθεσης 
μπορεί να εξαρτάται από τις φυσικές και χημικές ιδιότητες της ελεγχόμενης ουσίας. Για τη χρήση της μεθόδου 
σε μελέτη οξείας τοξικότητας, η δόση στην οριακή δοκιμή θα πρέπει να είναι τουλάχιστον 2000 ηι§/!<;§. 
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1.5.6 Χορήγηση των δόσεων 

Η ελεγχόμενη ουσία χορηγείται στα ζώα κάθε ημέρα της εβδομάδας για περίοδο τουλάχιστον 28 ημερών. Η 
χρήση πενθήμερου δοσολογικού σχήματος ή μικρότερης περιόδου έκθεσης πρέπει να αιτιολογείται. Σε 
περίπτωση χορήγησης της ελεγχόμενης ουσίας με σωλήνα, αυτή χορηγείται εφάπαξ με τη βοήθεια 
ρινογαστρικού καθετήρα σίτισης ή κατάλληλου σωλήνα διασωλήνωσης. Ο μέγιστος όγκος υγρού που μπορεί 
να χορηγηθεί εφάπαξ εξαρτάται από το μέγεθος του πειραματοζώου. Ο όγκος δεν πρέπει κατά κανόνα να 
υπερβαίνει το 1ηι1/100§ βάρους σώματος, αλλά στην περίπτωση των υδατικών διαλυμάτων μπορεί να 
μελετηθεί το ενδεχόμενο χορήγησης 2 ηι1/100§ βάρους σώματος. Με εξαίρεση τις ερεθιστικές ή διαβρωτικές 
ουσίες, των οποίων οι επιδράσεις συνήθως ενισχύονται όταν αυξάνεται η συγκέντρωση, η διακύμανση του 
όγκου των δόσεων θα πρέπει να ελαχιστοποιείται με αλλαγή της συγκέντρωσης, ώστε ο όγκος να παραμένει 
σταθερός σε όλα τα επίπεδα δόσης. 

Σε περίπτωση χορήγησης της ουσίας με την τροφή ή το νερό, είναι σημαντικό να διασφαλίζεται ότι οι 
χρησιμοποιούμενες ποσότητες ελεγχόμενης ουσίας δεν παρεμποδίζουν τη φυσιολογική θρέψη των ζώων ή το 
μεταβολισμό του νερού. Όταν η ουσία χορηγείται με την τροφή, είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί είτε μια 
σταθερή συγκέντρωση στο σιτηρέσιο (ρρηι) είτε ένα σταθερό επίπεδο δόσης ως προς το βάρος του ζώου. Η 
επιλεγόμενη εναλλακτική δυνατότητα πρέπει να προσδιορίζεται. Στην περίπτωση των ουσιών που χορηγούνται 
με σωλήνα σίτισης, οι δόσεις θα πρέπει να χορηγούνται την ίδια περίπου ώρα κάθε ημέρα και να 
αναπροσαρμόζονται ανάλογα με το βάρος του ζώου, ώστε το επίπεδό τους να διατηρείται σταθερό.. Στις 
περιπτώσεις όπου διεξάγεται μια βραχεία μελέτη επαναλαμβανόμενης δόσης ως προκαταρτική μακροχρόνιας 
μελέτης, θα πρέπει να χρησιμοποιείται παρόμοιο σιτηρέσιο και στις δύο. Στην περίπτωση των μελετών οξείας 
τοξικότητας, εάν η εφάπαξ χορήγηση δεν είναι εφικτή, η δόση μπορεί να χορηγηθεί τμηματικά εντός περιόδου 
που δεν υπερβαίνει τις 24 ώρες. 

1.6 ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΗ 

1.6.1 Συχνότητα παρατήρησης και εξετάσεων 

Στις μελέτες επαναλαμβανόμενης δόσης η περίοδος παρατήρησης θα πρέπει να καλύπτει την περίοδο 
δοσολογίας. Στις μελέτες οξείας τοξικότητας θα πρέπει να εφαρμόζεται περίοδος παρατήρησης 14 ημερών μετά 
την αγωγή. Όταν χρησιμοποιούνται δορυφορικές ομάδες ζώων που δεν εκτίθενται στην ουσία για ένα ορισμένο 
διάστημα μετά την αγωγή, οι παρατηρήσεις θα πρέπει να καλύπτουν και αυτό το διάστημα. 

Η συχνότητα παρατήρησης θα πρέπει να είναι επαρκής, ώστε να μεγιστοποιείται η πιθανότητα ανίχνευσης 
διαταραχών της συμπεριφοράς ή/και νευρολογικών. Τα ζώα θα πρέπει κατά προτίμηση να εξετάζονται την ίδια 
ώρα κάθε ημέρα, λαμβάνοντας υπόψη το χρόνο κορύφωσης των αναμενόμενων επιδράσεων μετά τη χορήγηση 
της δόσης. Η συχνότητα κλινικής παρατήρησης και λειτουργικής εξέτασης συνοψίζεται στον πίνακα 2. Εάν 
δεδομένα κινητικής ή άλλα, προερχόμενα από προηγούμενη μελέτη, επιβάλλουν την επιλογή διαφορετικών 
χρόνων για τις παρατηρήσεις, τις εξετάσεις και τις διαδικασίες μετά την παρατήρηση, μπορεί να καθοριστεί 
διαφορετικό χρονοδιάγραμμα, ώστε να συγκεντρωθούν όσο το δυνατόν περισσότερα στοιχεία. Οι αλλαγές στο 
χρονοδιάγραμμα θα πρέπει να αιτιολογούνται. 

1.6.1.1 Παρατήρηση της γε\τκής κατάστασης της υγείας και της Θλ’ησιμστητας/νοσηρστψας 

Όλα τα ζώα θα πρέπει να εξετάζονται με προσοχή τουλάχιστον μία φορά ημερησίως, όσον αφορά τη γενική 
κατάσταση της υγείας τους, και τουλάχιστον δύο φορές ημερησίως, όσον αφορά τη νοσηρότητα και τη 
θνησιμότητα. 

1.6.1.2 Λεπτομερής κλινική εξέταση 

Όλα τα ζώα που επιλέγονται για λεπτομερή κλινική εξέταση (βλ. πίνακα 1) θα πρέπει να εξετάζονται μία φορά 
πριν από την πρώτη έκθεση (ώστε να είναι δυνατή η σύγκριση των υποκειμένων) και κατόπιν σε διάφορα 
διαστήματα ανάλογα με τη διάρκεια της μελέτης (βλ. πίνακα 2). Η λεπτομερής κλινική εξέταση των 
δορυφορικών ομάδων ανάρρωσης θα πρέπει να διενεργείται στο τέλος της περιόδου ανάρρωσης. Η λεπτομερής 
κλινική εξέταση θα πρέπει να διενεργείται έξω από το κλουβί, σε τυποποιημένο χώρο. Οι κλινικές 
παρατηρήσεις θα πρέπει να καταγράφονται με προσοχή, με τη βοήθεια ενός συστήματος βαθμολόγησης, που 
περιλαμβάνει κριτήρια ή βαθμολογική κλίμακα για κάθε ποσοτική εκτίμηση. Τα χρησιμοποιούμενα κριτήρια ή 
κλίμακες πρέπει να έχουν οριστεί επακριβώς από το εργαστήριο δοκιμών. Θα πρέπει να καταβάλλεται 
προσπάθεια, ώστε οι μεταβολές των συνθηκών δοκιμής (πλην εκείνων που συνδέονται συστηματικά με την 
αγωγή) να περιορίζονται στο ελάχιστο και η εξέταση να εκτελείται από έμπειρους εξεταστές, που δεν 
γνωρίζουν την αγωγή στην οποία έχουν υποβληθεί τα ζώα. 

Συνιστάται η εξέταση να είναι δομημένη, με τρόπο ώστε καλά καθορισμένα κριτήρια (μεταξύ των οποίων 
περιλαμβάνεται ο καθορισμός του εύρους "φυσιολογικών τιμών"), να εφαρμόζονται συστηματικά σε κάθε ζώο 
και σε κάθε χρόνο παρατήρησης. Οι "φυσιολογικές τιμές" πρέπει να είναι επαρκώς τεκμηριωμένες. 
Καταγράφονται όλα τα παρατηρούμενα συμπτώματα και εάν είναι εφικτό, η έντασή τους. Οι κλινικές 
παρατηρήσεις θα πρέπει να περιλαμβάνουν, χωρίς η απαρίθμηση να είναι περιοριστική, τις αλλαγές στο δέρμα, 
στο τρίχωμα, στους οφθαλμούς και στους βλεννογόνους, την εμφάνιση εκκρίσεων και την αυτόνομη λειτουργία 
(π.χ., δακρύρροια, ανόρθωση του τριχώματος, αλλαγή του μεγέθους της κόρης των οφθαλμών, ασυνήθης 
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ρυθμός αναπνοής ή/και αναπνοή από το στόμα, ανωμαλίες στην ούρηση και στις κενώσεις, αποχρωματισμός 
των ούρων). 

Θα πρέπει επίσης να σημειώνονται οι ασυνήθεις παρατηρήσεις που αφορούν τη θέση του σώματος, την 
κινητικότητα (π.χ. αύξηση ή μείωση της διάθεσης εξερεύνησης του τυποποιημένου χώρου) και το συντονισμό 
των κινήσεων. Θα πρέπει να καταγράφονται ακόμη οι αλλαγές στη βάδιση (π.χ. ταλάντευση, αταξία), στη 
στάση του σώματος (π.χ. κύρτωση της ράχης) και στην αντίδραση στη μεταχείριση, την τοποθέτηση και σε 
άλλα ερεθίσματα από το περιβάλλον, καθώς και η εμφάνιση μυοκλωνίας, υπερτονίας, σπασμών, τρόμου και 
στερεότυπων κινήσεων (π.χ. υπερβολική περιποίηση του σώματος, ασυνήθεις κινήσεις του κεφαλιού, διαγραφή 
συνεχών κύκλων), η περίεργη συμπεριφορά (π..χ. δήγματα ή υπερβολική λείξη, αυτοακρωτηριασμός, 
οπισθοδρόμηση, φώνηση) και η επιθετικότητα. 

1.6.1.3 Λειτουργικές εξετάσεις 

Οπως και στην περίπτωση της λεπτομερούς κλινικής εξέτασης, όλα τα ζώα που επιλέγονται για λειτουργικές 
εξετάσεις θα πρέπει να εξετάζονται μία φορά πριν από την έκθεση και, κατόπιν, τακτικά (βλ. πίνακα 1). Η 
συχνότητα των λειτουργικών εξετάσεων εξαρτάται και αυτή από τη διάρκεια της μελέτης (βλ. πίνακα 2). Εκτός 
από τις περιόδους παρατήρησης που καθορίζονται στον πίνακα 2, οι δορυφορικές ομάδες ανάρρωσης θα πρέπει 
επίσης να υποβάλλονται σε λειτουργικές εξετάσεις, όσο το δυνατόν πλησιέστερα στο χρόνο θανάτωσης. Οι 
λειτουργικές εξετάσεις θα πρέπει να περιλαμβάνουν εκτίμηση των διαφόρων τρόπων αισθητικότητας [π.χ. ακοή 
ακοής, όρασης και ιδιοδεκτικής αισθητικότητας(5)(6)(7)], εκτίμηση της ισχύος των άκρων (8) και της 
κινητικότητας (9). Η κινητικότητα θα πρέπει να μετράται με αυτόματη συσκευή, ικανή να ανιχνεύει τόσο τη 
μείωση, όσο και την αύξησή της. Εφόσον χρησιμοποιείται άλλο σύστημα μέτρησης, θα πρέπει να παρέχει 
ποσοτικά δεδομένα και να διαθέτει αποδεδειγμένη ευαισθησία και αξιοπιστία. Κάθε συσκευή θα πρέπει να 
ελέγχεται για να διασφαλίζεται η αξιοπιστία στο χρόνο και η συνέπεια μεταξύ των συσκευών. Περισσότερες 
λεπτομέρειες για τις διαδικασίες που μπορούν να εφαρμόζονται, παρέχονται στη σχετική βιβλιογραφία. Εάν δεν 
υπάρχουν δεδομένα για πιθανές νευροτοξικές επιδράσεις (π.χ. σχέση δομής-δραστικότητας, επιδημιολογικά 
δεδομένα, αποτελέσματα άλλων τοξικολογικών μελετών), θα πρέπει να μελετάται το ενδεχόμενο προσθήκης 
πιο εξειδικευμένων εξετάσεων για αισθητικότητα και κινητικότητα ή για τις λειτουργίες της μάθησης και της 
μνήμης με σκοπό τη λεπτομερέστερη διερεύνηση των πιθανών επιδράσεων. Περισσότερες πληροφορίες για τις 
εν λόγω ειδικές εξετάσεις και τη χρήση τους παρέχονται στη δημοσίευση (1). 

Κατ’ εξαίρεση, τα ζώα που παρουσιάζουν συμπτώματα τοξικότητας σε βαθμό ώστε αυτά να παρεμποδίζουν τις 
λειτουργικές εξετάσεις, μπορούν να παραλείπονται. Η απόσυρση ζώων από μια λειτουργική εξέταση θα πρέπει 
να αιτιολογείται. 

1.6.2 Βάρος σώματος και κατανάλωση τροφής/νερού 

Στις μελέτες διάρκειας έως 90 ημερών, θα πρέπει να ζυγίζονται όλα τα ζώα τουλάχιστον ανά εβδομάδα και να 
μετράται η κατανάλωση τροφής (κατανάλωση νερού, εάν η ελεγχόμενη ουσία χορηγείται μέσω αυτού) επίσης 
τουλάχιστον ανά εβδομάδα. Στις μακροχρόνιες μελέτες, θα πρέπει να ζυγίζονται όλα τα ζώα τουλάχιστον ανά 
εβδομάδα για τις πρώτες 13 εβδομάδες και, κατόπιν, τουλάχιστον ανά 4 εβδομάδες. Η κατανάλωση τροφής 
(κατανάλωση νερού, εάν η ελεγχόμενη ουσία χορηγείται μέσω αυτού) θα πρέπει να μετράται τουλάχιστον ανά 
εβδομάδα για τις πρώτες 13 εβδομάδες και, κατόπιν, ανά τρίμηνο περίπου, εκτός εάν η κατάσταση της υγείας ή 
οι μεταβολές του βάρους των ζώων επιβάλλουν άλλη συχνότητα. 

1.6.3 Οφθαλμολογία 

Στις μελέτες διάρκειας άνω των 28 ημερών, πρέπει να υποβάλλονται σε οφθαλμολογική εξέταση, με 
οφθαλμοσκόπιο ή άλλο κατάλληλο όργανο, αν όχι όλα τα ζώα, τουλάχιστον εκείνα της ομάδας υψηλής δόσης 
και της ομάδας μάρτυρα πριν από τη χορήγηση της ελεγχόμενης ουσίας και στο τέλος της μελέτης. Εφόσον 
διαπιστώνονται αλλαγές στους οφθαλμούς ή εάν το επιβάλλουν τα κλινικά συμπτώματα, θα πρέπει να 
εξετάζονται όλα τα ζώα. Στις μακροχρόνιες μελέτες, θα πρέπει επίσης να διενεργείται οφθαλμολογική εξέταση 
μετά 13 εβδομάδες. Δεν απαιτείται οφθαλμολογική εξέταση εάν υπάρχουν ήδη σχετικά δεδομένα από άλλες 
μελέτες με ανάλογη διάρκεια και ανάλογα επίπεδα δόσης. 

1.6.4 Αιματολογία και κλινική βιοχημεία 

Στις περιπτώσεις όπου η μελέτη νευροτοξικότητας διεξάγεται σε συνδυασμό με μελέτη συστηματικής 
τοξικότητας επαναλαμβανόμενης δόσης, πρέπει να διενεργούνται οι αιματολογικές και βιοχημικές εξετάσεις 
που καθορίζονται στη μέθοδο της συγκεκριμένης μελέτης συστηματικής τοξικότητας. Τα δείγματα θα πρέπει 
να συλλέγονται κατά τρόπον ώστε να ελαχιστοποιούνται οι πιθανές επιδράσεις στη συμπεριφορά του νευρικού 
συστήματος. 

1.6.5 Ιστοπαθολογία 

Η νευροπαθολογική εξέταση θα πρέπει να σχεδιάζεται για να συμπληρώνει και να διευρύνει τις παρατηρήσεις 
της φάσης ίη νΐνο της μελέτης. Ιστοί από τουλάχιστον 5 ζώα/φύλο/ομάδα (βλ. πίνακα 1 και επόμενη 
παράγραφο) μονιμοποιούνται τη ζΐίιι, με τη βοήθεια αναγνωρισμένων τεχνικών έγχυσης και μονιμοποίησης 
(βλ. δημοσίευση (3) κεφ. 5 και δημοσίευση (4) κεφ. 50). Όλες οι μακροσκοπικές αλλοιώσεις θα πρέπει να 
καταγράφονται. Όταν η μελέτη διεξάγεται αυτοτελώς για τον αποκλεισμό ή μη της νευροτοξικότητας ή για το 
χαρακτηρισμό νευροτοξικών επιδράσεων, τα υπόλοιπα ζώα μπορούν να υποβληθούν σε ειδικές διαδικασίες 
μελέτης της συμπεριφοράς (10)(11) και σε νευροπαθολογικές (10)(11)(12)(13), νευροχημικές (10)(11)(14)(15) 
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ή ήλεκτρο φυσιολογικέ.- (10)( 11)(16)(17) εξετάσεις, οι οποίες συμπλη ρώνουν τις διαδικασίες και εξετάσεις που 
περιγράφονται στην παρούσα κατευθυντήρια γραμμή, ή να προστεθούν στον αριθμό των υποκειμένων της 
ιστοπαθολογικής εξέτασης. Οι συμπληρωματικές αυτές διαδικασίες είναι ιδιαίτερα χρήσιμες στις περιπτώσεις 
όπου εμπειρικές παρατηρήσει: ή οι αναμενόμενες επιδράσεις υποδεικνύουν ένα συγκεκριμένο τύπο ή στόχο 
νευροτοξικότητας (2X3). Μια άλλη δυνατότητα είναι η χρήση των υπόλοιπων ζώων για τις παθολογικές 
εκτιμήσεις ρουτίνας πσυ απαιτούν οι μέθοδοι δοκιμών επαναλαμβανόμενης δόσης. 

Μετά από στερέωση σε παραφίνη, όλα τα ιστοτεμάχια βάφονται με χρώση γενικής χρήσεως, όπως 
αιματοξυλίνη και ηωσίνη (Η&Ε), και ακολουθεί μικροσκοπική εξέταση. Εάν υπάρχουν συμπτώματα ή 
υπόνοιες περιφερειακής νευροπάθειας, θα πρέπει να εξετάζονται δείγματα περιφερειακών νεύρων, στερεωμένα 
σε πλαστική ύλη. Τα κλινικά συμπτώματα ενδέχεται επίσης να συνηγορούν υπέρ τη: εξέτασης πρόσθετων 
θέσεων ή της χρήσης ειδικών χρώσεων. Οδηγίες για πρόσθετες θέσεις προς εξέταση παρέχονται στις 
δημοσιεύσεις (3)(4). Χρήσιμες είναι επίσης οι ειδικές χρώσεις που αποκαλύπτουν συγκεκριμένους τύπους 
παθολογικών αλλοιώσεων (18). 

II ιστολογική εξέταση πρέπει να καλύπτει αντιπροσωπευτικές τομές του κεντρικού και του περιφερειακού 
νευρικού συστήματος (βλ. δημοσίευση (3) κεφ. 5 και δημοσίευση (4) κεφ. 50). Οι εξεταζόμενες περιοχές κατά 
κανόνα περιλαμβάνουν τον προσεγκέφαλο, τον διεγκέφαλο, συμπεριλαμβανομένης μιας τομής διαμέσου του 
ιπποκάμπου, τον μεσεγκέφαλο, την παρεγκεφαλίδα, τη γέφυρα, τον προμήκη μυελό, τον οφθαλμό με το οπτικό 
νεύρο και τον αμφιβληστροειδή, το νωτιαίο μυελό στο ύψος του αυχενικού και του οσφυϊκού ογκώματος, τα 
γάγγλια ραχιαίας ρίζας, τις ίνες ραχιαίας και κοιλιακής ρίζας, το πρώτο ισχιακό νεύρο, το πρώτο κνημιαίο 
νεύρο (στο γόνατο) και τους κλάδους του κνημιαίου νεύρου στον γαστροκνήμιο μυ. Οι τομές νωτιαίου μυελού 
και περιφερειακών νεύρων θα πρέπει να είναι διασταυρούμενες και εγκάρσιες και διαμήκεις. Θα πρέπει να 
δίδεται προσοχή στην αγγείωση του νευρικού συστήματος. Θα πρέπει επίσης να εξετάζεται ένα δείγμα 
σκελετικού μυός, ιδίως του γαστροκνήμιου. Ιδιαίτερη προσοχή απαιτούν οι θέσεις του κεντρικού και του 
περιφερειακού νευρικού συστήματος με κυτταρική και ινώδη δομή, που είναι -γνωστό ότι προσβάλλονται 
ιδιαίτερα από τα νευροτοξικά. 

Οδηγίες για τυπικές νευροπαθολογικές αλλοιώσεις που οφείλονται σε έκθεση σε τοξικούς παράγοντες 
παρέχονται στις δημοσιεύσεις (3)(4). Για την ιστολογική εξέταση συνιστάται κλιμακωτή διαδικασία, η οποία 
αρχίζει με σύγκριση των τομών που προέρχονται από την ομάδα υψηλής δόσης με τις τομές από την ομάδα 
μάρτυρα. Εάν δεν παρατηρηθούν νευροπαθολογικές αλλοιώσεις, δεν χρειάζεται άλλη εξέταση. Εάν 
παρατηρηθούν αλλοιώσεις στα δείγματα από την ομάδα υψηλής δόσης, όλα τα δείγματα πιθανώς 
προσβεβλημένων ιστών που προέρχονται από τις ομάδες μεσαίας και χαμηλής δύσης λαμβάνουν κωδικό 
αριθμό και εξετάζονται διαδοχικά. 

Εάν η ποιοτική εξέταση δείξει νευροπαθολογικές αλλοιώσεις, όλες οι περιοχές του νευρικού συστήματος που 
εμφανίζουν τις εν λόγω αλλοιώσεις πρέπει να υποβληθούν σε δεύτερη εξέταση. Τομές από ύλες τις πιθανώς, 
προσβεβλημένες περιοχές, προερχόμενες από όλες τις δοσολογικές ομάδες, λαμβάνουν κωδικό αριθμό και 
εξετάζονται με τυχαία επιλογή, χωρίς γνώση του κωδικού αριθμού. Καταγράφονται η συχνότητα και η 
σοβαρότητα κάθε βλάβης. Μετά τη βαθμολόγηση όλων των περιοχών από όλες τις δοσολογικές ομάδες, είναι 
δυνατόν να αποκαλυφθεί η ταυτότητα των δειγμάτων και να ακολουθήσει στατιστική ανάλυση με σκοπό την 
εκτίμηση των σχέσεων δόσης-απόκρισης. Για κάθε βλάβη, θα πρέπει να περιγράφονται παραδείγματα των 
διαφόρων βαθμών σοβαρότητας. 

Τα νευροπαθολογικά ευρήματα θα πρέπει να συσχετίζονται με τις παρατηρήσεις και μετρήσεις της 
συμπεριφοράς, καθώς και με άλλα δεδομένα από προηγούμενες ή ταυτόχρονες μελέτες συστηματικής 
τοξικότητας με αντικείμενο την ελεγχόμενη ουσία. 


2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Πρέπει να παρέχονται τα δεδομένα για κάθε ζώο χωριστά. Επιπλέον, το σύνολο των δεδομένων πρέπει να 
συνοψίζεται σε πίνακα, όπου θα εμφαίνονται, για κάθε ομάδα αγωγής και μάρτυρα, ο αριθμός ζώων κατά την 
έναρξη της δοκιμής, ο αριθμός ζώων που βρέθηκαν νεκρά στη διάρκεια της δοκιμής ή θανατώθηκαν για να 
μην υποφέρουν και ο χρόνος θανάτου ή ευθανασίας, ο αριθμός ζώων που παρουσίασαν συμπτώματα 
τοξικότητας, περιγραφή αυτών των συμπτωμάτων, με αναφορά του χρόνου εκδήλωσης, της διάρκειας, του 
είδους και της σοβαρότητας των τοξικών επιδράσεων, ο αριθμός ζώων που παρουσίασαν βλάβη/-ες, με 
αναφορά του είδους και της σοβαρότητάς της/τους. 

2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Τα αποτελέσματα της μελέτης θα πρέπει να αξιολογούνται με κριτήρια τη συχνότητα, τη σοβαρότητα και το 
συσχέτιση των επιδράσεων στη συμπεριφορά, των νευροπαθολογικών επιδράσεων (επίσης, των νευροχημικών 
ή ηλεκτροφυσιολογικών επιδράσεων, εάν η μελέτη περιλάμβανε συμπληρωματικές εξετάσεις) και τυχόν 
άλλων δυσμενών επιδράσεων που παρατηρήθηκαν. Τα αριθμητικά αποτελέσματα θα πρέπει, όπου είναι 
δυνατόν, να αξιολογούνται με κατάλληλη και αναγνωρισμένη στατιστική μέθοδο, η οποία πρέπει να 
επιλέγεται κατά το σχεδίασμά της μελέτης. 
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3 ΣΥΝΤΑΞΗ ΕΚΘΕΣΕΩΝ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα ακόλουθα στοιχεία: 

Ελεγχόμενη ουσία: 

Φυσική κατάσταση (συμπεριλαμβάνονται η ισομερείωση, η καθαρότητα και οι φυσικές και χημικές 

ιδιότητες)· 

στοιχεία ταυτότητας. 

Φορέας (κατά περίπτωση): 

αιτιολόγηση της επιλογής του φορέα. 

Πειραματόζωα: 

είδος/φυλή που χρησιμοποιήθηκε· 
αριθμό, ηλικία και φύλο των ζώων 

προέλευση των ζώων, συνθήκες στέγασης, εγκλιματισμό, σιτηρέσιο κλπ.· 
βάρος κάθε ζώου κατά την έναρξη της δοκιμής. 

Συνθήκες δοκιμής: 

λεπτομέρειες για το τύπο της ελεγχόμενης ουσίας/παρασκεύασμα σιτηρεσίου, τη συγκέντρωση που 
επιτεύχθηκε, τη σταθερότητα και την ομοιογένειά του· 

προδιαγραφές των δόσεων που χορηγήθηκαν, με λεπτομέρειες για το φορέα, τον όγκο και τη φυσική 

μορφή του υλικού που χορηγήθηκε· 

λεπτομέρειες για τη χορήγηση της ελεγχόμενης ουσίας· 

αιτιολόγηση της επιλογής των επιπέδων δόσης· 

αιτιολόγηση της οδού και της διάρκειας έκθεσης· 

μετατροπή από συγκέντρωση της ελεγχόμενης ουσίας στο σιτηρέσιο/πόσιμο νερό (ρρηι) σε πραγματική 
δόση ( ιιι ν Ι,φ βάρους σώματος/ημέρα), εάν έχει εφαρμογή· 
λεπτομέρειες για την ποιότητα της τροφής και του νερού. 


Διαδικασίες παρατήρησης και δοκιμών: 

λεπτομέρειες για την επιλογή ζώων από κάθε ομάδα για έγχυση· 

λεπτομέρειες για τα συστήματα βαθμολόγησης, μεταξύ των οποίων κριτήρια και κλίμακες 
βαθμολόγησης για κάθε μέτρηση στο πλαίσιο της λεπτομερούς κλινικής εξέτασης· 
λεπτομέρειες για τις λειτουργικές εξετάσεις με σκοπό την εκτίμηση των διαφόρων τρόπων 
αισθητικότητας (π.χ. ακοής, όρασης και ιδιοδεκτικής αισθητικότητας), της ισχύος των άκρων και της 
κινητικότητας (με λεπτομερείς πληροφορίες για τις αυτόματες συσκευές μέτρησης της κινητικότητας), 
καθώς και για τυχόν άλλες διαδικασίες που εφαρμόστηκαν 

λεπτομέρειες για τις οφθαλμολογικές εξετάσεις και, κατά περίπτωση, τις αιματολογικές και τις 
βιοχημικές αναλύσεις με αναφορά των αντίστοιχων βασικών τιμών 

λεπτομέρειες για τις ειδικές διαδικασίες μελέτης της συμπεριφοράς και ιστολογικές, νευροχημικές ή 
ηλεκτροφυσιολογικές εξετάσεις. 

Αποτελέσματα: 

βάρη των ζώων με τις μεταβολές τους, συμπεριλαμβανομένου του βάρους κατά τη θανάτωση· 
κατανάλωση τροφής και νερού, κατά περίπτωση· 

δεδομένα για τις τοξικές αντιδράσεις κατά φυλό και δόση, συμπεριλαμβανομένων των συμπτωμάτων 
τοξικότητας και της θνησιμότητας- 

φύση, σοβαρότητα και διάρκεια (χρόνος εκδήλωσης και εξέλιξη) των λεπτομερών κλινικών 
παρατηρήσεων (ανατάξιμων και μη )· 

λεπτομερή αναφορά των αποτελεσμάτων όλων των λειτουργικών εξετάσεων 
ευρήματα από τη νεκροψία-νεκροτομία· 

λεπτομερή περιγραφή όλων των νευρολογικών, νευ ροπαθολογικών και νευροχημικών ή 
ηλεκτροφυσιολογικών ευρημάτων, εφόσον υπάρχουν 
δεδομένα απορρόφησης και μεταβολισμού, εφόσον υπάρχουν 
στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων, κατά περίπτωση. 

Συζήτηση των αποτελεσμάτων: 

στοιχεία για τη σχέση δόσης-απόκρισης- 

συνεκτίμηση τυχόν άλλων τοξικών επιδράσεων για τη συναγωγή συμπερασμάτων σχετικά με τις 

νευροτοξικές ιδιότητες της ελεγχόμενης ουσίας· 

επίπεδο στο οποίο δεν παρατηρούνται δυσμενείς επιδράσεις. 
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Συμπεράσματα: 

Συνιστάται να περιλαμβάνεται γνωμάτευση για τη συνολική νευροτοξικότητα της ελεγχόμενης χημικής 
ουσίας. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2Θ 


Γ.21. ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ ΕΔΑΦΟΥΣ: ΔΟΚΙΜΗ ΜΕΤΑΤΡΟΠΗΣ ΑΖΩΤΟΥ 


1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής αποτελεί αναπαραγωγή της ΟΕΟϋ ΤΟ 216 (2000). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής περιγράφει εργαστηριακή μέθοδο προοριζόμενη για τη διερεύνηση των 
μακροπρόθεσμων επιδράσεων χημικών ουσιών, έπειτα από εφάπαξ έκθεση, στην ικανότητα μικροοργανισμών 
του εδάφους να μετατρέπουν το άζωτο. Η δοκιμή αυτή βασίζεται κυρίως στις συστάσεις του Ευρωπαϊκού και 
Μεσογειακού Οργανισμού Φυτοπροστασίας (1). Ωστόσο, ελήφθησαν υπόψη και άλλες κατευθυντήριες 
οδηγίες, συμπεριλαμβανομένων και εκείνων των Οβπηαη Βίο1ο§Ϊ3θ1ΐ6 Βυηάεδ&ηδΐαΐΐ (2), του Οργανισμού 
Προστασίας του Περιβάλλοντος των ΗΠΑ (3), της 8ΕΤΑΟ (4) και του Διεθνούς Οργανισμού Τυποποίησης 
(180) (5). Σε συνάντηση εργασίας του ΟΟΣΑ για την επιλογή εδαφών/ιζημάτων, που έγινε στο Βο1§ϊγ&ϊ 6, 
Ιταλία, το 1995 (6) συμφωνήθηκε ο αριθμός και ο τύπος των προς χρήση εδαφών στην παρούσα δοκιμή. Οι 
συστάσεις για τη συλλογή, χειρισμό και αποθήκευση των εδαφικών δειγμάτων βασίζονται σε κείμενο οδηγιών 
του 180 (7) και συστάσεις από τη συνάντηση του Βο1§ίταΐο. Για την αξιολόγηση και εκτίμηση των τοξικών 
χαρακτηριστικών των υπό δοκιμή ουσιών, μπορεί να απαιτείται προσδιορισμός των επιδράσεων στη 
μικροβιακή δραστικότητα του εδάφους , π.χ. όταν απαιτούνται στοιχεία για τις δυνητικές παρενέργειες 
προϊόντων προστασίας καλλιεργειών στη μικροχλωρίδα του εδάφους ή όταν αναμένεται έκθεση 
μικροοργανισμών του εδάφους σε άλλες χημικές ουσίες εκτός προϊόντων προστασίας καλλιεργειών. II δοκιμή 
μετατροπής του αζώτου πραγματοποιείται για τον προσδιορισμό των επιδράσεων των εν λόγω χημικών στη 
μικροχλωρίδα του εδάφους. Εφόσον δοκιμάζονται αγροχημικά (π.χ. προϊόντα προστασίας καλλιεργειών, 
λιπάσματα, δασοκομικά χημικά), πραγματοποιούνται δοκιμές για τη μετατροπή τόσο του αζώτου όσο και του 
άνθρακα. Εφόσον δεν δοκιμάζονται αγροχημικά, αρκεί η δοκιμή μετατροπής του αζώτου. Ωστόσο, εάν οι τιμές 
Εθ 5 ο της δοκιμής μετατροπής του αζώτου για τα εν λόγω χημικά είναι στην περιοχή των τιμών που βρίσκονται 
για διαθέσιμους στο εμπόριο αναστολείς νιτροποίησης (π.χ. νιτραπυρίνη), μπορεί να διεξαχθεί και δοκιμή 
μετατροπής του άνθρακα για την απόκτηση περαιτέρω πληροφοριών. 

Τα εδάφη συνίστανται από ζώντα και μη ζώντα συστατικά στοιχεία που υφίστανται σε πολύπλοκα και 
ετερογενή μίγματα. Οι μικροοργανισμοί παίζουν σημαντικό ρόλο στη διάσπαση και μετατροπή οργανικής ύλης 
σε γόνιμα χώματα με πολλά είδη που συνεισφέρουν σε διάφορες πτυχές της γονιμότητας των εδαφών. Τυχόν 
μακροπρόθεσμη παρέμβαση σε αυτές τις βιοχημικές διεργασίες μπορεί να έχει ενδεχομένως επίδραση στον 
κύκλο των θρεπτικών αλάτων και να αλλοιωθεί η γονιμότητα του εδάφους. Σε όλα τα γόνιμα εδάφη επέρχεται 
μετατροπή του αζώτου και του άνθρακα. Αν και οι μικρόβιακές κοινότητες που είναι υπεύθυνες για τις 
διεργασίες αυτές διαφέρουν από έδαφος σε έδαφος, οι οδοί μετατροπής είναι ουσιαστικώς οι ίδιες. 

Η περιγραφόμενη παρούσα μέθοδος δοκιμής προορίζεται για την ανίχνευση μακροπρόθεσμων δυσμενών 
επιδράσεων μιας ουσίας στη διεργασία μετατροπής του αζώτου σε αερόβια επιφανειακά εδάφη. Η μέθοδος 
δοκιμής επιτρέπει επίσης την εκτίμηση των επιδράσεων ουσιών στη μετατροπή του άνθρακα από τη 
μικροχλωρίδα του εδάφους. Ο σχηματισμός νιτρικών γίνεται μετά την αποικοδόμηση των δεσμών άνθρακα- 
αζώτου. Συνεπώς, εάν βρεθούν τα ίδια ποσοστά παραγωγής νιτρικών σε κατεργασμένα εδάφη και σε εδάφη- 
μάρτυρες, είναι εξαιρετικά πιθανόν οι βασικές οδοί αποικοδόμησης του άνθρακα να είναι άθικτες και 
λειτουργικές. Το επιλεγμένο για τη δοκιμή υπόστρωμα (κονιοποιημένο άλευρο μηδικής) εμφανίζει ευνοϊκή 
σχέση άνθρακα προς άζωτο (συνήθως μεταξύ 12/1 και 16/1). Λόγω τούτου, μειώνεται κατά τη διάρκεια της 
δοκιμής η στέρηση άνθρακα και εάν μικρό βιακές κοινότητες καταστραφούν από κάποιο χημικό, αυτές μπορεί 
να ανανήψουν μέσα σε 100 ημέρες. 

Οι δοκιμές από τις οποίες αναπτύχθηκε η παρούσα μέθοδος δοκιμής είχαν αρχικά σχεδιαστεί για ουσίες για τις 
οποίες μπορεί να προβλεφθεί η ποσότητα που φθάνει στο έδαφος. Αυτό ισχύει, π.χ., στην περίπτωση προϊόντων 
προστασίας καλλιεργειών για τα οποία είναι γνωστό το ποσοστό χρήσης στα εδάφη. Για τα αγροχημικά, αρκεί 
η δοκιμή δύο δόσεων σχετικών με το προαναμενόμενο ή προβλεπόμενο ποσοστό χρήσης. Τα αγροχημικά 
μπορούν να δοκιμαστούν ως δραστικά συστατικά (δ.σ.) ή ως τυποποιημένης συνθέσεως προϊόντα. Ωστόσο, η 
δοκιμή δεν περιορίζεται στα αγροχημικά. Αλλάζοντας τόσο τις ποσότητες της εφαρμοζόμενης στο έδαφος υπό 
δοκιμή ουσίας, όσο και τον τρόπο με τον οποίο αξιολογούνται τα δεδομένα, η δοκιμή μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί και για χημικά για τα οποία δεν είναι γνώση) η αναμενόμενη να φθάσει στο έδαφος ποσότητα.. 
Έτσι, στην περίπτωση χημικών που δεν εμπίπτουν στην κατηγορία των αγροχημικών, προσδιορίζονται οι 
επιδράσεις μιας σειράς συγκεντρώσεων στην μετατροπή του αζώτου. Τα στοιχεία από τις δοκιμές αυτές 
χρησιμοποιούνται για τη χάραξη καμπύλης δόσεως-απόκρισης και τον υπολογισμό τιμών ΕΟ Χ , όπου το χ 
ορίζεται ως η % επίδραση. 
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1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Μετατροπή αζώτου: είναι η τελική αποικοδόμηση από μικροοργανισμούς οργανικής ύλης που περιέχει άζωτο, 
μέσω των διεργασιών της αμμωνιοποίησης και νιτροποίησης, στο αντίστοιχο ανόργανο τελικό νιτρικό προϊόν. 

ΕΟ Χ (δραστική συγκέντρωση χ): είναι η συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος, η οποία απολήγει 
σε χ % αναστολή της μετατροπής του αζώτου σε νιτρικά. 

Εθ 5 ο (διάμεση δραστική συγκέντρωση): είναι η συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος, η οποία 
απολήγει σε 50 % αναστολή της μετατροπής του αζώτου σε νιτρικά. 


1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 
Καμμία 

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Κοσκινισμένο χώμα τροποποιείται με την προσθήκη κονιοποιημένου αλεύρου μηδικής και στη συνέχεια είτε 
υποβάλλεται σε κατεργασία με την υπό δοκιμή ουσία, είτε αφήνεται ακατέργαστο (μάρτυρας). Εάν 
δοκιμάζονται αγροχημικά, συνιστώνται κατ’ ελάχιστο δύο συγκεντρώσεις για δοκιμή επιλεγόμενες μεταξύ των 
υψηλότερων αναμενόμενων επιτόπιων συγκεντρώσεων. Μετά 0, 7, 14 ημέρες και 28 ημέρες επώασης, 
εκχυλίζονται με κατάλληλο διαλύτη δείγματα κατεργασμένων και μη κατεργασμένων εδαφών και 
προσδιορίζονται οι ποσότητες των νιτρικών στα εκχυλίσματα. Το ποσοστό σχηματισμού νιτρικών στα 
κατεργασμένα δείγματα συγκρίνεται με το ποσοστό στα δείγματα-μάρτυρες και υπολογίζεται η % απόκλιση 
των κατεργασμένων από τα μη κατεργασμένα (μάρτυρες). Όλες οι δοκιμές διαρκούν τουλάχιστον 28 ημέρες. 
Εάν, την 28η ημέρα, οι διαφορές μεταξύ κατεργασμένων και μη κατεργασμένων εδαφών είναι ίσες ή 
μεγαλύτερες του 25%, οι μετρήσεις συνεχίζονται μέχρι 100 ημέρες το πολύ. Εάν δεν δοκιμάζονται αγροχημικά, 
στα δείγματα του εδάφους προστίθεται μια σειρά συγκεντρώσεων της υπό δοκιμή ουσίας και μετά 28 ημέρες 
επώασης μετρώνται οι ποσότητες των νιτρικών που σχηματίζονται στα κατεργασμένα δείγματα και στα 
δείγματα μάρτυρες. Τα αποτελέσματα από τις δοκιμές με τις πολλαπλές συγκεντρώσεις αναλύονται 
χρησιμοποιώντας ένα μοντέλο αναγωγής και υπολογίζονται οι τιμές ΕΟ Χ (δη. Ε0 5 ο, Ε 0 2 5 και/ή ΕΟ 10 ). Βλ. 
ορισμούς. 

1.5 ΕΓΚΥΡΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Οι αξιολογήσεις των αποτελεσμάτων των δοκιμών με αγροχημικά βασίζονται σε σχετικώς μικρές διαφορές 
(δηλ. μέση τιμή ±25%) μεταξύ των συγκεντρώσεων νιτρικών σε δείγματα κατεργασμένων εδαφών και εδαφών 
μαρτύρων, έτσι τυχόν μεγάλες διακυμάνσεις στους μάρτυρες μπορεί να οδηγήσουν σε εσφαλμένα 
αποτελέσματα. Συνεπώς, η διακύμανση μεταξύ επαναληπτικών δειγμάτων μαρτύρων θα πρέπει να είναι 
μικρότερη του ±15%. 

1.6 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.6.1 Εξοπλισμός 

Χρησιμοποιούνται δοχεία δοκιμής κατασκευασμένα από χημικώς αδρανές υλικό. Τα δοχεία θα πρέπει να είναι 
κατάλληλης χωρητικότητας ανάλογα με τη χρησιμοποιούμενη διαδικασία για την επώαση των εδαφών, δηλ. 
επώαση σε χύδην κατάσταση ή ως σειρά επιμέρους δειγμάτων εδάφους (βλ. ενότητα 1.7.1.2). Θα πρέπει να 
λαμβάνεται πρόνοια τόσο για την ελαχιστοποίηση της απώλειας νερού όσο και για την παροχή δυνατότητας 
ανταλλαγής αερίων (π.χ. τα δοχεία δοκιμής μπορούν να καλύπτονται με διάτρητο φύλλο πολυαιθυλενίου). 
Οταν δοκιμάζονται πτητικές ουσίες, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται σφραγιζόμενα και αεροστεγή δοχεία. Τα 
δοχεία θα πρέπει να είναι κατάλληλου μεγέθους ώστε με το εδαφικό δείγμα να πληρούται το ένα τέταρτο 
περίπου του όγκου τους. 

Χρησιμοποιείται συνήθης εργαστηριακός εξοπλισμός, συμπεριλαμβανομένων των ακολούθων: 

— διάταξη αναδεύσεως: μηχανικός αναδευτήρας ή παρόμοιος εξοπλισμός 

— φυγόκεντρος (3000 §) ή διάταξη διηθήσεως (με χρήση χάρτινου ηθμού απηλλαγμένου νιτρικών) 
όργανο κατάλληλης ευαισθησίας και αναπαραγωγιμότητας για ανάλυση νιτρικών. 
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1.6.2 Επιλογή και αριθμός εδαφών 

Χρησιμοποιείται ένα μοναδικό έδαφος. Τα συνιστώ μένα εδαφικά χαρακτηριστικά είναι τα εξής: 

— περιεκτικότητα σε άμμο: τουλάχιστον 50% μέχρι το πολύ 75% 

— ρΗ: 5.5-7.5; 

— περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα: 0.5 - 1.5%; 

— θα πρέπει να μετριέται η μικροβιακή βιομάζα (8)(9) και η περιεκτικότητά της σε άνθρακα θα πρέπει 
να είναι τουλάχιστον 1% του συνόλου του οργανικού άνθρακα του εδάφους. 

Στις περισσότερες περιπτώσεις, έδαφος με τα χαρακτηριστικά αυτά αντιπροσωπεύει τη χειρότερη περίπτωση, 
αφού η προσρόφηση του υπό δοκιμή χημικού είναι ελάχιστη και η διαθεσιμότητά του στη μικροχλωρίδα 
μέγιστη. Συνεπώς, δεν χρειάζονται εν γένει δοκιμές με άλλα εδάφη. Ωστόσο, σε ορισμένες περιπτώσεις, π.χ. 
όταν η προβλεπόμενη κύρια χρήση της υπό δοκιμή ουσίας είναι για συγκεκριμένα εδάφη, όπως όξινα εδάφη 
δασών, ή στην περίπτωση ηλεκτροστατικά)ς φορτισμένων χημικών, μπορεί να χρειάζεται να χρησιμοποιηθεί 
και κάποιο άλλο ακόμη έδαφος. 

1.6.3 Συλλογή και αποθήκευση δειγμάτων εδαφών 

1.6.3.1 Συλλογή 

Θα πρέπει να υπάρχουν διαθέσιμες λεπτομερείς πληροφορίες για το ιστορικό του συγκεκριμένου τόπου από 
τον οποίο συλλέγεται το προς δοκιμή δείγμα. Στα στοιχεία πρέπει να περιλαμβάνονται η ακριβής τοποθεσία, η 
υπάρχουσα βλάστηση, οι ημερομηνίες κατεργασίας με προϊόντα προστασίας καλλιεργειών, κατεργασίες με 
οργανικά και ανόργανα λιπάσματα, προσθήκες βιολογικών υλικών ή τυχαίες επιμολύνσεις. Ο επιλεγμένος 
τόπος για τη συλλογή εδάφους θα πρέπει να επιτρέπει τη μακροπρόθεσμη χρήση. Κατάλληλοι προς τούτο είναι 
μόνιμα βοσκοτόπια, αγροί με ετήσιες καλλιέργειες δημητριακών (εκτός αραβοσίτου) ή πυκνοσπαρμένοι με 
χλωρό λίπασμα. Ο επιλεγμένος τόπος δειγματοληψίας δεν θα πρέπει να έχει υποβληθεί σε κατεργασία με 
προϊόντα προστασίας καλλιεργειών για ένα τουλάχιστον χρόνο πριν από τη δειγματοληψία. Επίσης, για έξι 
μήνες τουλάχιστον δεν θα πρέπει να έχει χρησιμοποιηθεί οργανικό λίπασμα. Η χρήση ανόργανου λιπάσματος 
είναι αποδεκτή μόνον όταν είναι σύμφωνη με τις απαιτήσεις της καλλιέργειας και δεν θα πρέπει να 
λαμβάνονται δείγματα εδάφους παρά μόνον τρεις μήνες τουλάχιστον μετά από τη χρήση του λιπάσματος. Θα 
πρέπει να αποφεύγεται η χρήση εδάφους κατεργασμένου με λιπάσματα με γνωστές βιοκτόνες επιδράσεις (π.χ. 
κυαναμίδιο ασβεστίου). 

Θα πρέπει να αποφεύγεται δειγματοληψία κατά τη διάρκεια ή αμέσως μετά μακρές περιόδους (μεγαλύτερες 
των 30 ημερών) ξηρασίας ή κατάκλυσης με νερό. Για οργωμένα εδάφη, τα δείγματα θα πρέπει να λαμβάνονται 
από βάθος 0 έως 20 οιη. Για χορτολιβαδικές εκτάσεις (βοσκές) ή άλλα εδάφη τα οποία δεν οργώνονται για 
μακρότερες περιόδους (τουλάχιστον μία καλλιεργητική περίοδος), το μέγιστο βάθος δειγματοληψίας μπορεί να 
είναι ελαφρώς μεγαλύτερο από 20 οιη (π.χ. έως 25 οηι). 

Τα δείγματα εδάφους θα πρέπει να μεταφέρονται χρησιμοποιώντας δοχεία και υποθερμοκρασιακές συνθήκες 
που να εγγυώνται ότι δεν υπάρχει περίπτωση σημαντικής μεταβολής των αρχικών ιδιοτήτων του εδάφους. 

1.6.3.2 Αποθήκευση 

Προτιμάται η χρήση εδαφών προσφάτως συλλεγέντων από την τοποθεσία συλλογής. Εάν δεν μπορεί να 
αποφευχθεί η αποθήκευση στο εργαστήριο, τα εδάφη μπορούν να αποθηκεύονται στο σκοτάδι στους 4±2°0 για 
τρεις μήνες κατ’ ανώτατο όριο. Κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης των εδαφών, πρέπει να διασφαλίζεται η 
ύπαρξη αερόβιων συνθηκών. Εάν τα εδάφη συλλέγονται από περιοχές όπου είναι κατεψυγμένα για τρεις μήνες 
τουλάχιστον το χρόνο, μπορεί να εξεταστεί και η αποθήκευση για έξι μήνες στους -18°0 έως -22°0. Πριν από 
κάθε πείραμα μετριέται η μικροβιακή βιομάζα των αποθηκευμένων εδαφών, ο άνθρακας δε στη βιομάζα θα 
πρέπει να είναι τουλάχιστον 1% του συνολικώς περιεχομένου στο έδαφος οργανικού άνθρακα (βλ. ενότητα 
1 . 6 . 2 ). 
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1.6.4 Χειρισμός και προετοιμασία των εδαφών για τη δοκιμή 

1.6.4.1 Προεπώαση 

Εφόσον το έδαφος αποθηκεύτηκε (βλ. ενότητα 1.6.3.2), συνιστάται προεπώαση για μια περίοδο μεταξύ 2 και 
28 ημερών. Η θερμοκρασία και υγρασία του εδάφους κατά τη διάρκεια της προεπώασης θα πρέπει να είναι 
παρόμοιες με τις χρησιμοποιούμενες στη δοκιμή (βλ. ενότητες 1.6.4.2 και 1.7.1.3). 

1.6.4.2 Φυσικοχημικά χαρακτηριστικά 

Το έδαφος καθαρίζεται με το χέρι από τυχόν ενυπάρχοντα μεγάλα αντικείμενα (π.χ. πέτρες, μέρη φυτών, κλπ) 
και κατόπιν κοσκινίζεται εν υγρώ χωρίς υπερβολική ξήρανση για λήψη σωματιδίων μεγέθους μέχρι το πολύ 2 
ηιιη. Η υγρασία του δείγματος εδάφους θα πρέπει να ρυθμίζεται με αποσταγμένο ή απιονισμένο νερό σε τιμή 
μεταξύ 40 και 60% της μέγιστης ικανότητας για συγκράτηση νερού. 

1.6.4.3 Τροποποίηση με οργανικό υπόστρωμα 

Το έδαφος θα πρέπει να τροποποιείται με κατάλληλο οργανικό υπόστρωμα, π.χ. κονιοποιημένο άλευρο 
πράσινης μηδικής (κύριο συστατικό: Μβάίοαγξο ζαΐΐνα) με λόγο Ο/Ν μεταξύ 12/1 και 16/1. Ο συνιστώμενος 
λόγος μηδικής-εδάφους είναι 5 § μηδικής ανά χιλιόγραμμο εδάφους (ξηρά μάζα). 

1.6.5 Προετοιμασία της υπό δοκιμή ουσίας για εφαρμογή στο έδαφος 

Η υπό δοκιμή ουσία εφαρμόζεται κυρίως χρησιμοποιώντας κάποιον φορέα. Ο φορέας μπορεί να είναι νερό (για 
υδατοδιαλυτές ουσίες) ή αδρανές στερεό όπως λεπτή χαλαζιακή άμμος (μέγεθος σωματιδίων: 0.1-0.5ηιιη). 
Άλλοι υγροί φορείς (π.χ. οργανικοί διαλύτες όπως ακετόνη, χλωροφόρμιο) εκτός νερού θα πρέπει να 
αποφεύγονται επειδή μπορεί να καταστρέψουν τη μικροχλωρίδα. Εφόσον ως φορέας χρησιμοποιείται άμμος, 
αυτή μπορεί να επιχρίεται με την υπό δοκιμή ουσία διαλελυμένη ή εναιωρούμενη σε κατάλληλο διαλύτη. Στις 
περιπτώσεις αυτές, ο διαλύτης θα πρέπει να απομακρύνεται με εξάτμιση πριν από την ανάμειξη με το έδαφος. 
Για άριστη κατανομή της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος, συνιστάται μια σχέση 10 § άμμου ανά χιλιόγραμμο 
εδάφους (ξηρά μάζα). Τα δείγματα-μάρτυρες υποβάλλονται σε κατεργασία με ισοδύναμη ποσότητα νερού 
και/ή χαλαζιακής άμμου μόνον. 

Όταν δοκιμάζονται πτητικά χημικά, θα πρέπει να αποφεύγονται κατά το δυνατόν απώλειες κατά την 
κατεργασία και να γίνεται προσπάθεια για τη διασφάλιση ομοιογενούς κατανομής στο έδαφος (π.χ. η υπό 
δοκιμή ουσία θα πρέπει να εγχύεται στο έδαφος σε διάφορα σημεία). 

1.6.6 Συγκεντρώσεις δοκιμής 

Όταν δοκιμάζονται αγροχημικά, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται τουλάχιστον δύο συγκεντρώσεις. Η μικρότερη 
συγκέντρωση θα πρέπει να αντιπροσωπεύει τουλάχιστον τη μέγιστη ποσότητα που αναμένεται να φθάσει στο 
έδαφος υπό συνθήκες συναντώμενες στην πράξη ενώ η μεγαλύτερη συγκέντρωση θα πρέπει να είναι 
πολλαπλάσια της μικρότερης συγκέντρωσης. Όι συγκεντρώσεις της προστιθέμενης στο έδαφος υπό δοκιμή 
ουσίας υπολογίζονται υποθέτοντας ομοιόμορφη ενσωμάτωση μέχρι βάθους 5 οηι και φαινόμενη πυκνότητα 
εδάφους 1.5. Για αγροχημικά που εφαρμόζονται απευθείας στο έδαφος, ή για χημικά για τα οποία μπορεί να 
προβλεφθεί η ποσότητα που φθάνει στο έδαφος, οι συνιστώμενες συγκεντρώσεις δοκιμής είναι η μέγιστη 
Προβλεπόμενη Περιβαλλοντική Συγκέντρωση (ΠΠΣ) και το πενταπλάσιο αυτής της συγκέντρωσης. Ουσίες 
που αναμένεται να εφαρμοστούν σε εδάφη αρκετές φορές σε μια καλλιεργητική περίοδο θα πρέπει να 
δοκιμάζονται σε συγκεντρώσεις προκύπτουσες από τον πολλαπλασιασμό της ΠΠΣ επί το μέγιστο αναμενόμενο 
αριθμό εφαρμογών. Η μεγαλύτερη, ωστόσο, συγκέντρωση δοκιμής δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το δεκαπλάσιο 
του μέγιστου εφάπαξ ποσοστού εφαρμογής. Εάν δοκιμάζονται μη αγροχημικά, χρησιμοποιείται γεωμετρική 
σειρά πέντε τουλάχιστον συγκεντρώσεων. Οι συγκεντρώσεις δοκιμής θα πρέπει να καλύπτουν το εύρος που 
απαιτείται για τον προσδιορισμό των τιμών ΕΌ Χ . 
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1.7 

1.7.1 

1.7.1.1 


1.7.1.2 


1.7.1.3 


1.7.2 
1.7.2.1 


ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΓΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ. 

Συνθήκες έκθεσης 

Κατεργασία και έλεγχος 

Εάν δοκιμάζονται αγροχημικά, το εδαφικό δείγμα διαιρείται σε τρία τμήματα ίσου βάρους. Δύο τμήματα 
αναμειγνύονται με το φορέα που περιέχει το προϊόν, ενώ το άλλο αναμειγνύεται με το φορέα χωρίς το προϊόν 
(μάρτυρας). Τόσο για τα κατεργασμένα όσο και για τα ακατέργαστα εδάφη συνιστάται η παρασκευή 
τουλάχιστον τριών επαναληπτικών δειγμάτων. Εάν δοκιμάζονται μη αγροχημικά, το εδαφικό δείγμα χωρίζεται 
σε έξι τμήματα ίσου βάρους. Πέντε από τα δείγματα αναμειγνύονται με τον φορέα που περιέχει την υπό δοκιμή 
ουσία, ενώ το έκτο δείγμα αναμειγνύεται με τον φορέα χωρίς το χημικό. Τόσο για τα κατεργασμένα, όσο και 
για τους μάρτυρες, συνιστάται η παρασκευή τριών επαναληπτικών δειγμάτων. Θα πρέπει να δίδεται προσοχή 
ώστε να διασφαλίζεται η ομοιογενής κατανομή της υπό δοκιμή ουσίας στα κατεργασμένα εδαφικά δείγματα. 
Κατά τη διάρκεια της ανάμειξης, θα πρέπει να αποφεύγεται το έδαφος να λαμβάνει συμπαγή μορφή ή μορφή 
σβώλων. 

Επώαση των εδαφικών δειγμάτων 

Η επώαση των εδαφικόον δειγμάτων μπορεί να γίνεται με δύο τρόπους: ως χύδην δείγματα κάθε κατεργασμένου 
και μη κατεργασμένου εδάφους ή ως σειρά επιμέρους και ταυτόσημου μεγέθους μερικών δειγμάτων κάθε 
κατεργασμένου και μη κατεργασμένου εδάφους. Ωστόσο, όταν δοκιμάζονται πτητικές ουσίες, η δοκιμή θα 
πρέπει να γίνεται μόνον μια μια σειρά επιμέρους μερικών δειγμάτων. Όταν τα εδάφη επωάζονται χύδην, 
προετοιμάζονται μεγάλες ποσότητες κάθε κατεργασμένου και μη εδάφους και τα προς ανάλυση μερικά 
δείγματα λαμβάνονται όπως απαιτείται κατά τη διάρκεια της δοκιμής. Η αρχικώς προετοιμαζόμενη ποσότητα 
για κάθε κατεργασία και μαρτυρία εξαρτάται από το μέγεθος των μερικών δειγμάτων, τον αριθμό τοιν 
επαναληπτικών δειγμάτων που χρησιμοποιούνται για ανάλυση και τον αναμενόμενο μέγιστο αριθμό χρόνων 
δειγματοληψίας. Τα χύδην επωαζόμενα εδάφη θα πρέπει να αναμειγνύονται επισταμένως πριν από τη λήψη των 
μερικών δειγμάτων. Όταν τα εδάφη επωάζονται ως σειρά επιμέρους εδαφικών δειγμάτων, κάθε χύδην 
κατεργασμένο και μη έδαφος διαιρείται στον απαιτούμενο αριθμό μερικών δειγμάτων και τα τελευταία 
χρησιμοποιούνται όπως απαιτείται. Σε δοκιμές όπου μπορούν να αναμένονται περισσότεροι των δύο χρόνοι 
δειγματοληψίας, θα πρέπει να παρασκευάζεται ικανός αριθμός μερικών δειγμάτων ώστε να καλύπτονται, από 
πλευράς αριθμού, το σύνολο των επαναληπτικών δειγμάτων και των χρόνων δειγματοληψίας. Θα πρέπει να 
επωάζονται τουλάχιστον τρία επαναληπτικά δείγματα του υπό δοκιμή εδάφους υπό αερόβιες συνθήκες (βλ. 
ενότητα 1.7.1.1). Κατά τη διάρκεια όλων των δοκιμών, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται δοχεία με επαρκή κενό 
χώρο άνωθεν για να αποφεύγεται η ανάπτυξη αναερόβιων συνθηκών. Όταν δοκιμάζονται πτητικές ουσίες, η 
δοκιμή θα πρέπει να εκτελείται μόνον με μια σειρά επιμέρους μερικών δειγμάτων. 

Συνθήκες και διάρκεια δοκιμής 

Η δοκιμή εκτελείται στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου 20+2 Ό. Η υγρασία των εδαφικών δειγμάτων θα 
πρέπει να διατηρείται κατά τη διάρκεια της δοκιμής μεταξύ 40% και 60% της μέγιστης ικανότητας 
συγκράτησης νερού του εδάφους (βλ. ενότητα 1.6.4.2) με διακύμανση +5%. Εφόσον χρειάζεται, μπορεί να 
προστεθεί απεσταγμένο, απιονισμένο νερό. 

II ελάχιστη διάρκεια των δοκιμών είναι 28 ημέρες. Εάν δοκιμάζονται αγροχημικά, συγκρίνονται τα ποσοστά 
σχηματισμού νιτρικών σε κατεργασμένα και σε δείγματα μάρτυρες. Εάν την 28η ημέρα διαφέρουν κατά 
ποσοστό άνω του 25%, η δοκιμή συνεχίζεται μέχρις ότου ληφθεί διαφορά ίση ή μικρότερη του 25%, ή για 
μέγιστο χρονικό διάστημα 100 ημερών, ανάλογα με το ποιο επιτυγχάνεται συντομότερα. Για μη αγροχημικά, η 
δοκιμή τερματίζεται μετά 28 ημέρες. Την 28η ημέρα, προσδιορίζονται οι ποσότητες των νιτρικών στα 
κατεργασμένα και στα δείγματα μάρτυρες και υπολογίζονται οι τιμές ΕΌ Χ . 

Δειγματοληψία και ανάλυση εδαφών 

Χρονογιάγραμμα δειγματοληψίας εδαφών 

Εάν δοκιμάζονται αγροχημικά. τα εδαφικά δείγματα αναλύονται για νιτρικά κατά τις ημέρες 0, 7, 14 και 28. 
Εάν απαιτείται παρατεταμένη δοκιμή, θα πρέπει να γίνονται περαιτέρω μετρήσεις σε διαστήματα 14 ημερών 
μετά την 28η ημέρα. 
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Εάν δοκιμάζονται μη αγροχημικά, χρησιμοποιούνται τουλάχιστον πέντε συγκεντρώσεις δοκιμής και τα εδαφικά 
δείγματα αναλύονται για χημικά στην αρχή (ημέρα 0) και στο τέλος της περιόδου έκθεσης (28 ημέρες). Εφόσον 
κριθεί αναγκαίο, μπορεί να προστεθεί και μια ενδιάμεση μέτρηση, π.χ. την 7η ημέρα. Τα δεδομένα της 28ης 
ημέρας χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της τιμής ΕΟ Χ του χημικού. Εφόσον είναι επιθυμητό, για την 
αναφορά της αρχικής ποσότητας νιτρικών στο έδαφος μπορούν να χρησιμοποιηθούν δεδομένα από τα 
δείγματα-μάρτυρες της ημέρας 0. 

1.7.2.2 Ανάλυση εδαφικών δειγμάτων 

Σε κάθε χρόνο δειγματοληψίας προσδιορίζεται η ποσότητα των νιτρικών που σχηματίζονται σε κάθε 
επαναληπτικό κατεργασμένο δείγμα και δείγμα-μάρτυρα. Τα νιτρικά εκχυλΐζονται από το έδαφος αναδεύοντας 
δείγματα με κατάλληλο διαλύτη εκχύλισης, π.χ. διάλυμα χλωριούχου καλίου 0.1 Μ. Συνιστάται μια σχέση 5 ηιΐ 
διαλύματος ΚΟΙ ανά γραμμάριο ξηρού βάρους ισοδύναμου εδάφους. Για βελτιστοποίηση της εκχύλισης, τα 
δοχεία με το έδαφος και το διάλυμα εκχύλισης δεν θα πρέπει να είναι γεμάτα πάνω από το μισό. Τα μίγματα 
αναδεύονται με 150 τρπι για 60 λεπτά. Τα μίγματα φυγοκεντρούνται ή διηθούνται και οι υγρές φάσεις 
αναλύονται για νιτρικά. Υγρά εκχυλίσματα απηλλαγμένα σωματιδίων μπορούν να αποθηκευτούν πριν από την 
ανάλυση σε θερμοκρασία -20±5 °0 για μέχρι έξι μήνες. 

2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Εάν διεξάγονται δοκιμές με αγροχημικά, θα πρέπει να καταγράφεται η ποσότητα των νιτρικών που 
σχηματίζονται σε κάθε επαναληπτικό δείγμα εδάφους και να καταγράφονται σε πίνακα οι μέσες τιμές όλων των 
επαναληπτικών δειγμάτων. Τα ποσοστά μετατροπής του αζώτου θα πρέπει να εκτιμώνται με κατάλληλες και εν 
γένει αποδεκτές στατιστικές μεθόδους (π.χ. Ρ-δοκιμή, 5% επίπεδο σημαντικότητας). Οι ποσότητες των 
σχηματιζομένων νιτρικών εκφράζονται σε ηι§ νιτρικών/Ε§ ξηρού βάρους εδάφους/ημέρα. Το ποσοστό 
μετατροπής νιτρικών σε κάθε κατεργασία συγκρίνεται με εκείνο του μάρτυρα και υπολογίζεται η % απόκλιση 
από τον μάρτυρα. 

Εάν πραγματοποιούνται δοκιμές με μη αγροχημικά, προσδιορίζεται η ποσότητα των νιτρικών σε κάθε 
επαναληπτικό δείγμα και χαράσσεται καμπύλη δόσης-απόκρισης για υπολογισμό των τιμών ΕΟ Χ . Οι 
ανευρισκόμενες ποσότητες νιτρικών (δηλ. ιη§ νιτρικών/Ε§ ξηρού βάρους εδάφους) στα κατεργασμένα δείγματα 
μετά 28 ημέρες συγκρίνονται με τις ανευρισκόμενες στο μάρτυρα. Από τα στοιχεία αυτά, υπολογίζονται οι % 
τιμές αναστολής για κάθε συγκέντρωση δοκιμής. Τα % ποσοστά αυτά καταγράφονται γραφικώς συναρτήσει 
της συγκεντρώσεως και στη συνέχεια χρησιμοποιούνται στατιστικές διαδικασίες για τον υπολογισμό των τιμών 
ΕΟ Χ . Προσδιορίζονται επίσης όρια εμπιστοσύνης (ρ = 0.95) για τις υπολογιζόμενες τιμές ΕΟ χ χρησιμοποιώντας 
τυποποιημένες διαδικασίες (10)(11)(12). 

Οι υπό δοκιμή ουσίες που περιέχουν υψηλές ποσότητες αζώτου μπορεί να συνεισφέρουν στις ποσότητες 
νιτρικών που σχηματίζονται κατά τη διάρκεια της δοκιμής. Εάν οι ουσίες αυτές δοκιμάζονται σε υψηλή 
συγκέντρωση (π.χ. χημικά που αναμένεται να χρησιμοποιηθούν επανειλημμένως), στη δοκιμή πρέπει να 
περιλαμβάνονται κατάλληλοι μάρτυρες (δηλ. έδαφος με υπό δοκιμή ουσία αλλά χωρίς φυτάλευρο). Στους 
υπολογισμούς ΕΟ Χ πρέπει να λαμβάνονται υπόψη τα δεδομένα από τους ελέγχους αυτούς. 

2.2 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Οταν υπολογίζονται αποτελέσματα από δοκιμές με αγροχημικά και η διαφορά στα ποσοστά σχηματισμού 
νιτρικών μεταξύ της με χαμηλότερο ποσοστό κατεργασίας (δηλ. της μέγιστης προβλεπόμενης συγκέντρωσης) 
και μάρτυρα είναι ίση ή μικρότερη του 25% σε οποιοδήποτε χρόνο δειγματοληψίας μετά την 28η ημέρα, το 
προϊόν μπορεί να αξιολογηθεί ως μη έχον μακροπρόθεσμη επίδραση στη μετατροπή του αζώτου στα εδάφη. 
Οταν αξιολογούνται αποτελέσματα από δοκιμές με χημικά άλλα εκτός των αγροχημικών, χρησιμοποιούνται οι 
τιμές ΕΟίο, Ε025 και/ή ΕΟιο. 
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3 ΕΚΘΕΣΗ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τις ακόλουθες πληροφορίες: 

Πλήρη ταυτοποίηση του χρησιμοποιηθέντος εδάφους, συμπεριλαμβανομένων των εξής: 

— γεωγραφικό στίγμα του τόπου (γεωγραφικό πλάτος και μήκος) 

— πληροφορίες για το ιστορικό του τόπου (δηλ. κάλυψη από βλάστηση, κατεργασίες με προϊόντα 
προστασίας καλλιεργειών, κατεργασίες με λιπάσματα, τυχαία επιμόλυνση, κλπ) 

— πρότυπο χρήσης (π.χ. γεωργικό έδαφος, δάσος, κλπ.) 

— βάθος δειγματοληψίας (οαι); 

— περιεκτικότητα σε άμμο/ίλύ/άργιλο (% επί ξηρού βάρους) 

— ρΗ (στο νερό) 

— περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα (% επί ξηρού βάρους) 

— περιεκτικότητα σε άζωτο (% επί ξηρού βάρους) 

— αρχική συγκέντρωση νιτρικών (ηι§ νιτρικών/1<:§ ξηρής μάζας) 

— κατιοανταλλακτική ικανότητα (ιηηιο1/]ί§) 

μικροβιακή βιομάζα ως ποσοστό του συνολικού οργανικού άνθρακα 

— αναφορά των χρησιμοποιηθεισών μεθόδων για τον προσδιορισμό κάθε παραμέτρου 

— κάθε πληροφορία σχετικά με τη συλλογή και αποθήκευση εδαφικών δειγμάτων 

— λεπτομέρειες για την προεπώαση του εδάφους, εφόσον συντρέχει περίπτωση. 

Υπό δοκιμή ουσία: 

— φυσική κατάσταση της ουσίας και, όπου χρειάζεται, φυσικοχημικές ιδιότητες 

— δεδομένα χημικής ταυτοποίησης, όπου χρειάζεται, συμπεριλαμβανομένου του χημικού τύπου, της 
καθαρότητας (δηλ. για προϊόντα προστασίας καλλιεργειών, το ποσοστό του δραστικού συστατικού), 
περιεκτικότητα σε άζωτο. 

Υπόστρωμα: 

— πηγή υποστρώματος, 

— σύνθεση (δηλ. άλευρο μηδικής, άλευρο πράσινης μηδικής), 

— περιεκτικότητα σε άνθρακα, άζωτο (% επί ξηρού βάρους), 

— μέγεθος κοσκίνου (ηιηι). 

Συνθήκες δοκιμής: 

— λεπτομέρειες της τροποποίησης του εδάφους με οργανικό υπόστρωμα, 

— αριθμός χρησιμοποιηθεισών συγκεντρώσεων του υπό δοκιμή χημικού και, όπου κρίνεται σκόπιμο, 
αιτιολόγηση των επιλεγεισών συγκεντρώσεων, 

— λεπτομέρειες για την εφαρμογή της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος, 

— θερμοκρασία επώασης, 

— υγρασία εδάφους στη αρχή και κατά τη διάρκεια της δοκιμής, 

— χρησιμοποιηθείσα μέθοδος επώασης εδάφους (δηλ. χύδην ή ως σειρά επιμέρους μερικών δειγμάτων), 
αριθμός επαναληπτικών δειγμάτων, 

— χρόνοι δειγματοληψίας, 

— χρησιμοποιη θείσα μέθοδος για εκχύλιση των νιτρικών από το έδαφος 
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Αποτελέσματα: 

— χρησιμοποιηθείσα αναλυτική διαδικασία και εξοπλισμός για ανάλυση των νιτρικών, 

— δεδομένα σε μορφή πίνακα, συμπεριλαμβανομένων μεμονωμένων και μέσων τιμών για μετρήσεις 
νιτρικών, 

— διακύμανση μεταξύ των επαναληπτικών δειγμάτων σε κατεργασμένα δείγματα και σε δείγματα 
μάρτυρες, 

— εξηγήσεις διορθώσεων που έγιναν στους υπολογισμούς, εφόσον συντρέχει περίπτωση, 

— η % διακύμανση στα ποσοστά σχηματισμού νιτρικών σε κάθε χρόνο δειγματοληψίας ή, εάν κρίνεται 
σκόπιμο, η τιμή Εθ 5 ο με 95% όριο εμπιστοσύνης, άλλες τιμές ΕΟ Χ (π.χ. Ε025 ή ΕΟιο) με διαστήματα 
εμπιστοσύνης και ένα γράφημα της καμπύλης δόσης-απόκρισης, 

— στατιστική κατεργασία αποτελεσμάτων, 

— κάθε πληροφορία και παρατήρηση χρήσιμη για την ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 
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Γ.22. ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ ΕΔΑΦΟΥΣ: ΔΟΚΙΜΗ ΜΕΤΑΤΡΟΠΗΣ ΑΝΘΡΑΚΑ 


1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής αποτελεί αναπαραγωγή της ΟΕΟΏ ΤΟ 217 (2000). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής περιγράφει εργαστηριακή μέθοδο προοριζόμενη για τη διερεύνηση των 
μακροπρόθεσμων δυνητικών επιδράσεων που έχει η εφάπαξ έκθεση προϊόντων προστασίας καλλιεργειών και 
πιθανόν και άλλων χημικών στην ικανότητα μικροοργανισμών του εδάφους να μετατρέπουν τον άνθρακα. Η 
δοκιμή αυτή βασίζεται κυρίως στις συστάσεις του Ευρωπαϊκού και Μεσογειακού Οργανισμού Φυτοπροστασίας 
(1). Ωστόσο, ελήφθησαν υπόψη και άλλες κατευθυντήριες οδηγίες, συμπεριλαμβανομένων και εκείνων των 
Οοπυαη Βίο1ο§Ϊ8θΙΐ6 Βιιηάβδ&ηδίαΐΐ (2), του Οργανισμού Προστασίας του Περιβάλλοντος των ΗΠΑ (3), και της 
5ΕΤΑΟ (4). Σε συνάντηση εργασίας του ΟΟΣΑ για την επιλογή εδαφών/ιζημάτων, που έγινε στο Β€ΐ§ίχαΐ6, 
Ιταλία, το 1995 (5) συμφωνήθηκε ο αριθμός και ο τύπος των προς χρήση εδαφών στην παρούσα δοκιμή. Οι 
συστάσεις για τη συλλογή, χειρισμό και αποθήκευση των εδαφικών δειγμάτων βασίζονται σε κείμενο οδηγιών 
του 130 (6) και συστάσεις από τη συνάντηση του Βο1§ΪΓαΐβ. 

Για την αξιολόγηση και εκτίμηση των τοξικών χαρακτηριστικών υπό δοκιμή ουσιών, μπορεί να απαιτείται 
προσδιορισμός των επιδράσεων στη μικρόβιακή δραστικότητα του εδάφους , π.χ. όταν απαιτούνται στοιχεία 
για τις δυνητικές παρενέργειες προϊόντων προστασίας καλλιεργειών στη μικροχλωρίδα του εδάφους ή όταν 
αναμένεται έκθεση μικροοργανισμών του εδάφους σε άλλες χημικές ουσίες εκτός προϊόντων προστασίας 
καλλιεργειών. Η δοκιμή μετατροπής του άνθρακα πραγματοποιείται για τον προσδιορισμό των επιδράσεων 
των εν λόγω χημικών στη μικροχλωρίδα του εδάφους. Εφόσον δοκιμάζονται αγροχημικά (π.χ. προϊόντα 
προστασίας καλλιεργειών, λιπάσματα, δασοκομικά χημικά), πραγματοποιούνται δοκιμές για τη μετατροπή 
τόσο του αζώτου όσο και του άνθρακα. Εφόσον δεν δοκιμάζονται αγροχημικά, αρκεί η δοκιμή μετατροπής του 
αζώτου. Ωστόσο, εάν οι τιμές ΕΟδο της δοκιμής μετατροπής του αζώτου για τα εν λόγω χημικά είναι στην 
περιοχή των τιμών που βρίσκονται για διαθέσιμους στο εμπόριο αναστολείς νιτροποίησης (π.χ. νιτραπυρίνη), 
μπορεί να διεξαχθεί και δοκιμή μετατροπής του άνθρακα για την απόκτηση περαιτέρω πληροφόρησης. 

Τα εδάφη συνίστανται από ζώντα και μη ζώντα συστατικά στοιχεία που υφίστανται σε πολύπλοκα και 
ετερογενή μίγματα. Οι μικροοργανισμοί παίζουν σημαντικό ρόλο στη διάσπαση και μετατροπή οργανικής ύλης 
σε γόνιμα χώματα με πολλά είδη που συνεισφέρουν σε διάφορες πτυχές της γονιμότητας των εδαφών. Τυχόν 
μακροπρόθεσμη παρέμβαση σε αυτές τις βιοχημικές διεργασίες μπορεί να έχει δυνητικώς επίδραση στον κύκλο 
των θρεπτικών αλάτων και να αλλοιωθεί η γονιμότητα του εδάφους. Σε όλα τα γόνιμα εδάφη επέρχεται 
μετατροπή του αζώτου και του άνθρακα. Αν και οι μικρόβιακές κοινότητες που είναι υπεύθυνες για τις 
διεργασίες αυτές διαφέρουν από έδαφος σε έδαφος, οι οδοί μετατροπής είναι ουσιαστικώς οι ίδιες. 

Η περιγραφόμενη παρούσα μέθοδος δοκιμής προορίζεται για την ανίχνευση μακροπρόθεσμων δυσμενών 
επιδράσεων μιας ουσίας στη διεργασία μετατροπής του άνθρακα σε αερόβια επιφανειακά εδάφη. Η δοκιμή 
είναι ευαίσθητη σε μεταβολές μεγέθους και δραστικότητας των μικροβιακών κοινοτήτων που είναι υπεύθυνες 
για τη μετατροπή του άνθρακα δεδομένου ότι κατά τη δοκιμή οι κοινότητες αυτές υποβάλλονται τόσο σε 
χημική καταπόνηση όσο και σε στέρηση άνθρακα. Χρησιμοποιείται αμμώδες έδαφος χαμηλής περιεκτικότητας 
σε οργανική ύλη. Το έδαφος αυτό υποβάλλεται σε κατεργασία με την υπό δοκιμή ουσία και επωάζεται υπό 
συνθήκες που επιτρέπουν ταχύ μικροβιακό μεταβολισμό. Υπό τις συνθήκες αυτές, οι πηγές ευκόλως 
διαθέσιμου άνθρακα στο έδαφος εξαντλούνται με ταχύ ρυθμό. Αυτό προκαλεί έλλειψη άνθρακα με αποτέλεσμα 
τη θανάτωση των μικροβιακών κυττάρων και την εμφάνιση λανθάνουσας κατάστασης και/ή δημιουργία 
σπορίων. Εάν η δοκιμή διαρκέσει για πάνω από 28 ημέρες, ο συνδυασμός των αντιδράσεων αυτών μπορεί να 
μετρηθεί σε (ακατέργαστο έδαφος) μάρτυρες ως προοδευτική απώλεια μεταβολικώς ενεργού μικρόβιακής 
βιομάζας (7). Εάν βιομάζα εδαφών που αντιμετωπίζουν στερητικά φαινόμενα από πλευράς άνθρακα, υπό τις 
συνθήκες της δοκιμής, επηρεαστεί από την παρουσία χημικής ουσίας, μπορεί να μην επιστρέψει στα ίδια 
επίπεδα με εκείνα του μάρτυρα. Έτσι, διαταραχές που προκαλούνται από την υπό δοκιμή ουσία ανά πάσα 
στιγμή κατά την διάρκεια της δοκιμής διαρκούν συχνά μέχρι το τέλος της δοκιμής. 
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Οι δοκιμές από τις οποίες αναπτύχθηκε η παρούσα μέθοδος δοκιμής είχαν αρχικά σχεδιαστεί για ουσίες για τις 
οποίες μπορεί να προβλεφθεί η ποσότητα που φθάνει στο έδαφος. Αυτό ισχύει, π.χ., στην περίπτωση προϊόντων 
προστασίας καλλιεργειών για τα οποία είναι γνωστό το ποσοστό χρήσης στα εδάφη. Για τα αγροχημικά, αρκεί 
η δοκιμή δύο δόσεων σχετικών με το προ αναμενόμενο ή προβλεπόμενο ποσοστό χρήσης. Τα αγροχημικά 
μπορούν να δοκιμαστούν ως δραστικά συστατικά (δ.σ.) ή ως τυποποιημένης συνθέσεως προϊόντα. Ωστόσο, η 
δοκιμή δεν περιορίζεται σε χημικά με προβλέψιμες περιβαλλοντικές συγκεντρώσεις. Αλλάζοντας τόσο τις 
ποσότητες της εφαρμοζόμενης στο έδαφος υπό δοκιμή ουσίας, όσο και τον τρόπο με τον οποίο αξιολογούνται 
τα δεδομένα, η δοκιμή μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για χημικά για τα οποία δεν είναι γνωστή η αναμενόμενη 
να φθάσει στο έδαφος ποσότητα.. Έτσι, στην περίπτωση χημικών που δεν εμπίπτουν στην κατηγορία των 
αγροχημικών, προσδιορίζονται οι επιδράσεις μιας σειράς συγκεντρώσεων στην μετατροπή του άνθρακα. Τα 
στοιχεία από τις δοκιμές αυτές χρησιμοποιούνται για τη χάραξη καμπύλης δόσεως-απόκρισης και τον 
υπολογισμό τιμών ΕΟ Χ , όπου το χ ορίζεται ως η % επίδραση. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Μετατροπή άνθρακα: είναι η αποικοδόμηση από μικροοργανισμούς οργανικής ύλης για το σχηματισμό 
διοξειδίου του άνθρακα ως τελικού ανόργανου προϊόντος. 

ΕΟ Χ (δραστική συγκέντρωση χ): είναι η συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος, η οποία απολήγει 
σε χ % αναστολή της μετατροπής του άνθρακα σε διοξείδιο του άνθρακα. 

Ε€δο (διάμεση δραστική συγκέντρωση): είναι η συγκέντρωση της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος, η οποία 
απολήγει σε 50 % αναστολή της μετατροπής άνθρακα σε διοξείδιο του άνθρακα. 


1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 
Καμμία. 

1.4 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Κοσκινισμένο χώμα υποβάλλεται σε κατεργασία με την υπό δοκιμή ουσία ή αφήνεται ακατέργαστο 
(μάρτυρας). Εάν δοκιμάζονται αγροχημικά, συνιστώνται δύο κατ’ ελάχιστο συγκεντρώσεις δοκιμής που θα 
πρέπει να επιλέγονται ανάλογα με την υψηλότερη αναμενόμενη επιτόπια συγκέντρωση. Μετά 0, 7, 14 και 28 
ημέρες επώασης, δείγματα κατεργασμένου και μη κατεργασμένου (μάρτυρας) εδάφους αναμειγνύονται με 
γλυκόζη και για 12 διαδοχικές ώρες μετρώνται οι επαγόμενοι από τη γλυκόζη ρυθμοί αναπνοής. Οι ρυθμοί 
αναπνοής εκφράζονται ως απελευθερούμενο διοξείδιο του άνθρακα (ηι§ διοξειδίου του άνθρακα/Ε§ ξηρού 
εδάφους/Η) ή ως καταναλισκόμενο οξυγόνο (ηι§ οξυγόνου/Ε§ εδάφους/Η). Ο μέσος ρυθμός αναπνοής στα 
κατεργασμένα εδαφικά δείγματα συγκρίνεται με εκείνον του μάρτυρα και υπολογίζεται η % απόκλιση του 
κατεργασμένου από το μάρτυρα. Ολες οι δοκιμές διαρκούν τουλάχιστον 28 ημέρες. Εάν, την 28η ημέρα, οι 
διαφορές μεταξύ κατεργασμένων και μη κατεργασμένων εδαφών είναι ίσες ή μεγαλύτερες του 25%, οι 
μετρήσεις συνεχίζονται σε διαστήματα 14 ημερών μέχρι 100 ημέρες το πολύ. Εάν οι υπό δοκιμή ουσίες δεν 
ανήκουν στα αγροχημικά, στα δείγματα του εδάφους προστίθεται μια σειρά συγκεντρώσεων της υπό δοκιμή 
ουσίας και μετά 28 ημέρες μετρώνται οι προκαλούμενοι από τη γλυκόζη ρυθμοί αναπνοής (δηλ. ο μέσος όρος 
των σχηματιζομένων ποσοτήτων διοξειδίου του άνθρακα ή των καταναλισκομένων ποσοτήτων οξυγόνου). Τα 
αποτελέσματα από τις δοκιμές με τη σειρά συγκεντρώσεων αναλύονται χρησιμοποιώντας ένα μοντέλο 
αναγωγής και υπολογίζονται οι τιμές ΕΟ Χ (δη. Εθ5ο, Ε025 και/ή ΕΟιο). Βλ. ορισμούς. 

1.5 ΕΓΚΥΡΟΤΗΤΑ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Οι αξιολογήσεις των αποτελεσμάτων των δοκιμών με αγροχημικά βασίζονται σε σχετικώς μικρές διαφορές 
(δηλ. μέση τιμή ±25%) μεταξύ του απελευθερούμενου διοξειδίου του άνθρακα ή του καταναλισκόμενού 
οξυγόνου, στα (ή από) τα κατεργασμένα εδαφικά δείγματα ή δείγματα-μάρτυρες, έτσι τυχόν μεγάλες 
διακυμάνσεις στους μάρτυρες μπορεί να οδηγήσουν σε εσφαλμένα αποτελέσματα. Συνεπώς, η διακύμανση 
μεταξύ επαναληπτικών δειγμάτων-μαρτύρων θα πρέπει να είναι μικρότερη του ±15%. 
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1.6 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.6.1 Εξοπλισμός 

Χρησιμοποιούνται δοχεία δοκιμής κατασκευασμένα από χημικώς αδρανές υλικό. Τα δοχεία θα πρέπει να είναι 
κατάλληλης χωρητικότητας ανάλογα με τη χρησιμοποιούμενη διαδικασία για την επώαση των εδαφών, δηλ. 
επώαση σε χύδην κατάσταση ή ως σειρά επιμέρους δειγμάτων εδάφους (βλ. ενότητα 1.7.1.2). Θα πρέπει να 
λαμβάνεται πρόνοια τόσο για την ελαχιστοποίηση της απώλειας νερού όσο και για την παροχή δυνατότητας 
ανταλλαγής αερίων (π.χ. τα δοχεία δοκιμής μπορούν να καλύπτονται με διάτρητο φύλλο πολυαιθυλενίου). 
Όταν δοκιμάζονται πτητικές ουσίες, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται σφραγιζόμενα και αεροστεγή δοχεία. Τα 
δοχεία θα πρέπει να είναι κατάλληλου μεγέθους ώστε με το εδαφικό δείγμα να πληρούται το ένα τέταρτο 
περίπου του όγκου τους. 

Για τον προσδιορισμό της προκαλούμενης από τη γλυκόζη αναπνοής, απαιτούνται συστήματα επωάσεων και 
όργανα για τη μέτρηση της παραγωγής διοξειδίου του άνθρακα ή κατανάλωσης οξυγόνου. Παραδείγματα 
τέτοιων συστημάτων και οργάνων ανευρίσκονται στη βιβλιογραφία (8) (9) (10) (11). 

1.6.2 Επιλογή και αριθμός εδαφών 

Χρησιμοποιείται ένα μοναδικό έδαφος. Τα συνιστώ μένα εδαφικά χαρακτηριστικά είναι τα εξής: 

— περιεκτικότητα σε άμμο: τουλάχιστον 50% μέχρι το πολύ 75% 
ρΗ: 5.5-7.5; 

— περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα: 0.5 - 1.5%; 

— θα πρέπει να μετριέται η μικρόβιακή βιομάζα (12)(13) και η περιεκτικότητά της σε άνθρακα θα 

πρέπει να είναι τουλάχιστον 1% του συνόλου του οργανικού άνθρακα του εδάφους. 

Στις περισσότερες περιπτώσεις, έδαφος με τα χαρακτηριστικά αυτά αντιπροσωπεύει τη χειρότερη περίπτωση, 
αφού η προσρόφηση του υπό δοκιμή χημικού είναι ελάχιστη και η διαθεσιμότητά του στη μικροχ^ωρίδα 
μέγιστη. Συνεπώς, δεν χρειάζονται εν γένει δοκιμές με άλλα εδάφη. Ωστόσο, σε ορισμένες περιπτώσεις, π.χ. 
όταν η προβλεπόμενη κύρια χρήση της υπό δοκιμή ουσίας είναι για συγκεκριμένα εδάφη, όπως όξινα εδάφη 
δασών, ή στην περίπτωση ηλεκτροστατικώς φορτισμένων χημικών, μπορεί να χρειάζεται να χρησιμοποιηθεί 
και κάποιο άλλο ακόμη έδαφος. 

1.6.3 Συλλογή και αποθήκευση δειγμάτων εδαφών 

1.6.3.1 Συλλογή 

Θα πρέπει να υπάρχουν διαθέσιμες λεπτομερείς πληροφορίες για το ιστορικό του συγκεκριμένου τόπου από τον 
οποίο συλλέγεται το προς δοκιμή δείγμα. Στα στοιχεία πρέπει να περιλαμβάνονται η ακριβής τοποθεσία, η 
υπάρχουσα βλάστηση, οι ημερομηνίες κατεργασίας με προϊόντα προστασίας καλλιεργειών, κατεργασίες με 
οργανικά και ανόργανα λιπάσματα, προσθήκες βιολογικών υλικών ή τυχαίες επιμολύνσεις. Ο επιλεγμένος 
τόπος για τη συλλογή εδάφους θα πρέπει να επιτρέπει τη μακροπρόθεσμη χρήση. Κατάλληλοι προς τούτο είναι 
μόνιμα βοσκοτόπια, αγροί με ετήσιες καλλιέργειες δημητριακών (εκτός αραβοσίτου) ή πυκνόσπαρμένοι με 
χλωρό λίπασμα. Ο επιλεγμένος τόπος δειγματοληψίας δεν θα πρέπει να έχει υποβληθεί σε κατεργασία με 
προϊόντα προστασίας καλλιεργειών για ένα τουλάχιστον χρόνο πριν από τη δειγματοληψία. Επίσης, για έξι 
μήνες τουλάχιστον δεν θα πρέπει να έχει χρησιμοποιηθεί οργανικό λίπασμα. Η χρήση ανόργανου λιπάσματος 
είναι αποδεκτή μόνον όταν είναι σύμφωνη με τις απαιτήσεις της καλλιέργειας και δεν θα πρέπει να 
λαμβάνονται δείγματα εδάφους παρά μόνον τρεις μήνες τουλάχιστον μετά από τη χρήση του λιπάσματος. Θα 
πρέπει να αποφεύγεται η χρήση εδάφους κατεργασμένου με λιπάσματα με γνωστές βιοκτόνες επιδράσεις (π.χ. 
κυαναμίδιο ασβεστίου). 

Θα πρέπει να αποφεύγεται δειγματοληψία κατά τη διάρκεια ή αμέσως μετά μακρές περιόδους (μεγαλύτερες 
των 30 ημερών) ξηρασίας ή κατάκλυσης με νερό. Για οργωμένα εδάφη, τα δείγματα θα πρέπει να λαμβάνονται 
από βάθος 0 έως 20 επί. Για χορτολιβαδικές εκτάσεις (βοσκές) ή άλλα εδάφη τα οποία δεν οργώνονται για 
μακρότερες περιόδους (τουλάχιστον μία καλλιεργητική περίοδος), το μέγιστο βάθος δειγματοληψίας μπορεί να 
είναι ελαφρώς μεγαλύτερο από 20 οηι (π.χ. έως 25 οιη). Τα δείγματα εδάφους θα πρέπει να μεταφέρονται 
χρησιμοποιώντας δοχεία και κάτω από συνθήκες θερμοκρασίας που να εγγυώνται ότι δεν υπάρχει περίπτωση 
σημαντικής μεταβολής των αρχικών ιδιοτήτων του εδάφους. 
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1.63.2 Αποθήκευση 

Προτιμάται η χρήση εδαφών προσφάτως συλλεγέντων από την τοποθεσία συλλογής. Εάν δεν μπορεί να 
αποφευχθεί η αποθήκευση στο εργαστήριο, τα εδάφη μπορούν να αποθηκεύονται στο σκοτάδι στους 4±2°Ό για 
τρεις μήνες κατ’ ανώτατο όριο. Κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης των εδαφών, πρέπει να διασφαλίζεται η 
ύπαρξη αερόβιων συνθηκών. Εάν τα εδάφη συλλέγονται από περιοχές όπου είναι κατεψυγμένα για τρεις μήνες 
τουλάχιστον το χρόνο, μπορεί να εξεταστεί και η αποθήκευση για έξι μήνες στους -18°Ό. Πριν από κάθε 
πείραμα μετριέται η μικροβιακή βιομάζα των υποθηκευμένων εδαφών, ο άνθρακας δε στη βιομάζα θα πρέπει 
να είναι τουλάχιστον 1% του συνολικώς περιεχομένου στο έδαφος οργανικού άνθρακα (βλ. ενότητα 1.6.2). 

1.6.4 Χειρισμός και προετοιμασία των εδαφών για τη δοκιμή 

1.6.4.1 Προεπώαση 

Εφόσον το έδαφος αποθηκεύτηκε (βλ. ενότητες 1.6.4.2 και 1.7.1.3), συνιστάται προεπώαση για μια περίοδο 
μεταξύ 2 και 28 ημερών. Η θερμοκρασία και υγρασία του εδάφους κατά τη διάρκεια της προεπώασης θα πρέπει 
να είναι παρόμοιες με τις χρησιμοποιούμενες στη δοκιμή (βλ. ενότητες 1.6.4.2 και 1.7.1.3). 

1.6.4.2 Φυσικοχημικά χαρακτηριστικά 

Το έδαφος καθαρίζεται με το χέρι από τυχόν ενυπάρχοντα μεγάλα αντικείμενα (π.χ. πέτρες, μέρη φυτών, κλπ) 
και κατόπιν κοσκινίζεται εν υγρώ χωρίς υπερβολική ξήρανση για λήψη σωματιδίων μεγέθους μέχρι το πολύ 2 
ηπη. Η υγρασία του δείγματος εδάφους θα πρέπει να ρυθμίζεται με αποσταγμένο ή απιονισμένο νερό σε τιμή 
μεταξύ 40 και 60% της μέγιστης ικανότητας για συγκράτηση νερού. 

1.6.5 Προετοιμασία της υπό δοκιμή ουσίας για εφαρμογή στο έδαφος 

Η υπό δοκιμή ουσία εφαρμόζεται κυρίως χρησιμοποιώντας κάποιον φορέα. Ο φορέας μπορεί να είναι νερό (για 
υδατοδιαλυτές ουσίες) ή αδρανές στερεό όπως λεπτή χαλαζιακή άμμος (μέγεθος σωματιδίων: 0.1-0.5ηιηι). 
Άλλοι υγροί φορείς (π.χ. οργανικοί διαλύτες όπως ακετόνη, χλωροφόρμιο) εκτός νερού θα πρέπει να 
αποφεύγονται επειδή μπορεί να καταστρέψουν τη μικροχλωρίδα. Εφόσον ως φορέας χρησιμοποιείται άμμος, 
αυτή μπορεί να επιχρίεται με την υπό δοκιμή ουσία διαλελυμένη ή εναιωρούμενη σε κατάλληλο διαλύτη. Στις 
περιπτώσεις αυτές, ο διαλύτης θα πρέπει να απομακρύνεται με εξάτμιση πριν από την ανάμειξη με το έδαφος. 
Για άριστη κατανομή της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος, συνιστάται μια σχέση 10 § άμμου ανά χιλιόγραμμο 
εδάφους (ξηρού βάρους). Τα δείγματα-μάρτυρες υποβάλλονται σε κατεργασία με ισοδύναμη ποσότητα νερού 
και/ή χαλαζιακής άμμου μόνον. 

Όταν δοκιμάζονται πτητικά χημικά, θα πρέπει να αποφεύγονται κατά το δυνατόν απώλειες κατά την 
κατεργασία και να γίνεται προσπάθεια για τη διασφάλιση ομοιογενούς κατανομής στο έδαφος (π.χ. η υπό 
δοκιμή ουσία θα πρέπει να εγχέεται στο έδαφος σε διάφορα σημεία). 

1.6.6 Συγκεντρώσεις δοκιμής 

Όταν δοκιμάζονται προϊόντα προστασίας καλλιεργειών ή άλλα χημικά με προβλέψιμες περιβαλλοντικές 
συγκεντρώσεις, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται τουλάχιστον δύο συγκεντρώσεις Η μικρότερη συγκέντρωση θα 
πρέπει να αντιπροσωπεύει τουλάχιστον τη μέγιστη ποσότητα που αναμένεται να φθάσει στο έδαφος υπό 
συνθήκες συναντώμενες στην πράξη ενώ η μεγαλύτερη συγκέντρωση θα πρέπει να είναι πολλαπλάσια της 
μικρότερης συγκέντρωσης. Όι συγκεντρώσεις της προστιθέμενης στο έδαφος υπό δοκιμή ουσίας υπολογίζονται 
υποθέτοντας ομοιόμορφη ενσωμάτωση μέχρι βάθους 5 οιη και φαινόμενη πυκνότητα εδάφους 1.5. Για 
αγροχημικά που εφαρμόζονται απευθείας στο έδαφος, ή για χημικά για τα οποία μπορεί να προβλεφθεί η 
ποσότητα που φθάνει στο έδαφος, οι συνιστώμενες συγκεντρώσεις δοκιμής είναι η μέγιστη Προβλεπόμενη 
Περιβαλλοντική Συγκέντρωση (ΠΠΣ) και το πενταπλάσιο αυτής της συγκέντρωσης. Όυσίες που αναμένεται να 
εφαρμοστούν σε εδάφη αρκετές φορές σε μια καλλιεργητική περίοδο θα πρέπει να δοκιμάζονται σε 
συγκεντρώσεις προκύπτουσες από τον πολλαπλασιασμό της ΠΠΣ επί το μέγιστο αναμενόμενο αριθμό 
εφαρμογών. Η μεγαλύτερη, ωστόσο, συγκέντρωση δοκιμής δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το δεκαπλάσιο του 
μέγιστου εφάπαξ ποσοστού εφαρμογής. 


Εάν δοκιμάζονται μη αγροχημικά, χρησιμοποιείται γεωμετρική σειρά πέντε τουλάχιστον συγκεντρώσεων. Οι 
συγκεντρώσεις δοκιμής θα πρέπει να καλύπτουν το εύρος που απαιτείται για τον προσδιορισμό των τιμών ΕΌ Χ . 
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1 .7 ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.7.1 Συνθήκες έκθεσης 

1.7.1.1 Κατεργασία και έλεγχος 

Εάν δοκιμάζονται αγροχημικά, το εδαφικό δείγμα διαιρείται σε τρία τμήματα ίσου βάρους. Δύο τμήματα 
αναμειγνύονται με το φορέα που περιέχει το προϊόν, ενώ το άλλο αναμειγνύεται με το φορέα χωρίς το προϊόν 
(μάρτυρας). Τόσο για τα κατεργασμένα όσο και για τα ακατέργαστα εδάφη συνιστάται η παρασκευή 
τουλάχιστον τριών επαναληπτικών δειγμάτων. Εάν δοκιμάζονται μη αγροχημικά, το εδαφικό δείγμα χωρίζεται 
σε έξι τμήματα ίσου βάρους. Πέντε από τα δείγματα αναμειγνύονται με τον φορέα που περιέχει την υπό δοκιμή 
ουσία, ενώ το έκτο δείγμα αναμειγνύεται με τον φορέα χωρίς το χημικό. Τόσο για τα κατεργασμένα, όσο και 
για τους μάρτυρες, συνιστάται η παρασκευή τριών επαναληπτικών δειγμάτων. Θα πρέπει να δίδεται προσοχή 
ώστε να διασφαλίζεται η ομοιογενής κατανομή της υπό δοκιμή ουσίας στα κατεργασμένα εδαφικά δείγματα. 
Κατά τη διάρκεια της ανάμειξης, θα πρέπει να αποφεύγεται το έδαφος να λαμβάνει συμπαγή μορφή ή μορφή 
σβώλων. 

1.7.1.2 Επώαση των εδαφικών δειγμάτων 

Η επώαση των εδαφικών δειγμάτων μπορεί να γίνεται με δύο τρόπους: ως χύδην δείγματα κάθε κατεργασμένου 
και μη κατεργασμένου εδάφους ή ως σειρά επιμέρους και ταυτόσημου μεγέθους μερικών δειγμάτων κάθε 
κατεργασμένου και μη κατεργασμένου εδάφους. Ωστόσο, όταν δοκιμάζονται πτητικές ουσίες, η δοκιμή θα 
πρέπει να γίνεται μόνον μια σειρά επιμέρους μερικών δειγμάτων. Όταν τα εδάφη επωάζονται χύδην, 
προετοιμάζονται μεγάλες ποσότητες κάθε κατεργασμένου και μη εδάφους και τα προς ανάλυση μερικά 
δείγματα λαμβάνονται όπως απαιτείται κατά τη διάρκεια της δοκιμής. Η αρχικώς προετοιμαζόμενη ποσότητα 
για κάθε κατεργασία και μαρτυρία εξαρτάται από το μέγεθος των μερικών δειγμάτων, τον αριθμό των 
επαναληπτικών δειγμάτων που χρησιμοποιούνται για ανάλυση και τον αναμενόμενο μέγιστο αριθμό χρόνων 
δειγματοληψίας. Τα χύδην επωαζόμενα εδάφη θα πρέπει να αναμειγνύονται επισταμένως πριν από τη λήψη των 
μερικών δειγμάτων. Όταν τα εδάφη επωάζονται ως σειρά επιμέρους εδαφικών δειγμάτων, κάθε χύδην 
κατεργασμένο και μη έδαφος διαιρείται στον απαιτούμενο αριθμό μερικών δειγμάτων και τα τελευταία 
χρησιμοποιούνται όπως απαιτείται. Σε δοκιμές όπου μπορούν να αναμένονται περισσότεροι των δύο χρόνοι 
δειγματοληψίας, θα πρέπει να παρασκευάζεται ικανός αριθμός μερικών δειγμάτων ώστε να καλύπτονται, από 
πλευράς αριθμού, το σύνολο των επαναληπτικών δειγμάτων και των χρόνων δειγματισμού. Θα πρέπει να 
επωάζονται τουλάχιστον τρία επαναληπτικά δείγματα του υπό δοκιμή εδάφους υπό αερόβιες συνθήκες (βλ. 
ενότητα 1.7.1.1). Κατά τη διάρκεια όλων των δοκιμών, θα πρέπει να χρησιμοποιούνται δοχεία με επαρκή κενό 
χώρο άνωθεν για να αποφεύγεται η ανάπτυξη αναερόβιων συνθηκών. Όταν δοκιμάζονται πτητικές ουσίες, η 
δοκιμή θα πρέπει να εκτελείται μόνον με μια σειρά επιμέρους μερικών δειγμάτων. 

1.7.1.3 Συνθήκες και διάρκεια δοκιμής 

Η δοκιμή εκτελείται στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου 2Θ±2°0. II υγρασία των εδαφικών δειγμάτων θα 
πρέπει να διατηρείται κατά τη διάρκεια της δοκιμής μεταξύ 40% και 60% της μέγιστης ικανότητας 
συγκράτησης νερού του εδάφους (βλ. ενότητα 1.6.4.2) με διακύμανση ±5%. Εφόσον χρειάζεται, μπορεί να 
προστεθεί απεσταγμένο, απιονισμένο νερό. 

Η ελάχιστη διάρκεια των δοκιμών είναι 28 ημέρες. Εάν δοκιμάζονται αγροχημικά, συγκρίνονται οι ποσότητες 
του απελευθερούμενού διοξειδίου του άνθρακα ή καταναλισκόμενού οξυγόνου στα κατεργασμένα και στα 
δείγματα μάρτυρες. Εάν την 28η ημέρα διαφέρουν κατά ποσοστό άνω του 25%, η δοκιμή συνεχίζεται μέχρις 
ότου ληφθεί διαφορά ίση ή μικρότερη του 25%, ή για μέγιστο χρονικό διάστημα 1Θ0 ημερών, ανάλογα με το 
ποιο επιτυγχάνεται συντομότερα. Για μη αγροχημικά, η δοκιμή τερματίζεται μετά 28 ημέρες. Την 28η ημέρα, 
προσδιορίζονται οι ποσότητες του απελευθερού μενού διοξειδίου του άνθρακα ή του καταναλισκό μενού 
οξυγόνου στα κατεργασμένα και στα δείγματα μάρτυρες και υπολογίζονται οι τιμές ΕΌ Χ . 

1.7.2 Δειγματοληψία και ανάλυση εδαφών 

1.7.2.1 Χρονογιάγραμμα δειγματοληψίας εδαφών 

Εάν δοκιμάζονται αγροχημικά, τα εδαφικά δείγματα υποβάλλονται σε ανάλυση προσδιορισμού ρυθμού 
αναπνοής προκαλούμενης από γλυκόζη κατά τις ημέρες 0, 7, 14 και 28. Εάν απαιτείται παρατεταμένη δοκιμή, 
θα πρέπει να γίνονται περαιτέρω μετρήσεις σε διαστήματα 14 ημερών μετά την 28η ημέρα. 

Εάν δοκιμάζονται μη αγροχημικά, χρησιμοποιούνται τουλάχιστον πέντε συγκεντρώσεις δοκιμής και τα εδαφικά 
δείγματα αναλύονται για τον προσδιορισμό της προκαλούμενης από τη γλυκόζη αναπνοής στην αρχή (ημέρα 0) 
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και στο τέλος της περιόδου έκθεσης (28 ημέρες). Εφόσον κριθεί αναγκαίο, μπορεί να προστεθεί και μια 
ενδιάμεση μέτρηση, π.χ. την 7η ημέρα. Τα δεδομένα της 28ης ημέρας χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό 
της τιμής ΕΟ Χ του χημικού. Εφόσον επιθυμείται, για την εκτίμηση των αρχικών ποσοτήτων της μεταβολικώς 
ενεργού μικροβιακής βιομάζας στο έδαφος, μπορούν να χρησιμοποιηθούν δεδομένα από τα δείγματα-μάρτυρες 
της ημέρας 0 (12). 


1.7.2.2 Μέτρηση ρυθμών αναπνοής προκαλοόμενης από τη γλυκόζη 

Σε κάθε χρονικό σημείο δειγματιγμού, προσδιορίζεται ο επαγόμένος από τη γλυκόζη ρυθμός αναπνοής σε κάθε 
επαναληπτικό κατεργασμένο δείγμα και δείγμα-μάρτυρα. Τα εδαφικά δείγματα αναμειγνύονται με επαρκή 
ποσότητα γλυκόζης για την επίτευξη της άμεσης μέγιστης αναπνευστικής απόκρισης. Η ποσότητα γλυκόζης 
που χρειάζεται για την επίτευξη μέγιστης αναπνευστικής απόκρισης από δεδομένο έδαφος μπορεί να 
προσδιοριστεί σε προκαταρκτική δοκιμή χρησιμοποιώντας μια σειρά συγκεντρώσεων γλυκόζης (14). Ωστόσο, 
σε αμμώδη εδάφη με 0,5-1,5% οργανικό άνθρακα, αρκεί συνήθως μια ποσότητα 2000 πΐ£ έως 4000 ιή§ 
γλυκόζης ανά ξηρού βάρους εδάφους. Η γλυκόζη μπορεί να αλεστεί σε σκόνη με καθαρή χαλαζιακή άμμο 
(10 § άμμου/Ε§ ξηρού βάρους εδάφους) και να αναμειχθεί ομοιογενώς με το έδαφος. 

Τα τροποποιημένα με γλυκόζη εδαφικά δείγματα επωάζονται σε κατάλληλη συσκευή για τη μέτρηση ρυθμών 
αναπνοής είτε συνεχώς, κάθε ώρα, ή κάθε δύο ώρες (βλ. ενότητα 1.6.1) στους 20 ± 2 °<2. Μετράται για 12 
συνεχείς ώρες το απελευθερούμενο διοξείδιο του άνθρακα ή το καταναλισκόμενο οξυγόνο, οι δε μετρήσεις θα 
πρέπει να ξεκινούν όσο το δυνατόν συντομότερα, δηλ. μέσα σε 1 έως 2 ώρες από την προσθήκη της γλυκόζης. 
Μετριώνται οι συνολικές ποσότητες του απελευθερούμενού διοξειδίου του άνθρακα ή του καταναλισκόμενού 
οξυγόνου κατά τη διάρκεια των 12 ωρών και προσδιορίζονται οι μέσοι ρυθμοί αναπνοής. 

2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Εάν διεξάγονται δοκιμές με αγροχημικά, θα πρέπει να καταγράφεται το απελευθερούμενο διοξείδιο του 
άνθρακα ή το καταναλισκόμενο οξυγόνο από κάθε επαναληπτικό δείγμα εδάφους και να παρατίθενται σε 
πίνακα οι μέσες τιμές όλων των επαναληπτικών δειγμάτων. Τα αποτελέσματα θα πρέπει να αξιολογούνται με 
κατάλληλες και γενικά αποδεκτές στατιστικές μεθόδους (π.χ. Ρ-δοκιμή, 5% επίπεδο σημαντικότητας). Οι 
ρυθμοί της επαγόμενης από γλυκόζη αναπνοής εκφράζονται γπ§ διοξειδίου του άνθρακα/Ε§ ξηρού εδάφους/Ε ή 
ιη§ οξυγόνου/Ε§ ξηρού βάρους εδάφους/Ε. Ο μέσος ρυθμός σχηματισμού διοξειδίου του άνθρακα ή ο μέσος 
ρυθμός κατανάλωσης οξυγόνου σε κάθε κατεργασία συγκρίνεται με εκείνον του μάρτυρα και υπολογίζεται η % 
απόκλιση από τον μάρτυρα. 

Εάν πραγματοποιούνται δοκιμές με μη αγροχημικά, προσδιορίζονται οι ποσότητες του απελευθερούμενου 
διοξειδίου του άνθρακα ή του καταναλισκό μενού οξυγόνου σε κάθε επαναληπτικό δείγμα και χαράσσεται 
καμπύλη δόσης-απόκρισης για υπολογισμό των τιμών ΕΟ Χ . Οι ανευρισκόμενοι ρυθμοί επαγόμενης από 
γλυκόζη αναπνοής (δηλ. ηι§ διοξειδίου του άνθρακα/Ε§ ξηρού βάρους εδάφους/Ε ή ιπ§ οξυγόνου/Ε§ ξηρού 
βάρους δάφους/Ε) στα κατεργασμένα δείγματα μετά 28 ημέρες συγκρίνονται με τους ανευρισκόμένους στο 
μάρτυρα. Από τα στοιχεία αυτά, υπολογίζονται οι % τιμές αναστολής για κάθε συγκέντρωση δοκιμής. Τα 
ποσοστά αυτά καταγράφονται γραφικώς συναρτήσει της συγκεντρώσεως και στη συνέχεια χρησιμοποιούνται 
στατιστικές διαδικασίες για τον υπολογισμό των τιμών ΕΟ Χ . Προσδιορίζονται επίσης όρια εμπιστοσύνης (ρ = 
0.95) για τις υπολογιζόμενες τιμές ΕΟ χ χρησιμοποιώντας τυποποιημένες διαδικασίες (15)(16)(17). 

2.2 ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Οταν υπολογίζονται αποτελέσματα από δοκιμές με αγροχημικά και η διαφορά στους ρυθμούς αναπνοής μεταξύ 
της με χαμηλότερο ποσοστό κατεργασίας (δηλ. της μέγιστης προβλεπόμενης συγκέντρωσης) και μάρτυρα είναι 
ίση ή μικρότερη του 25% σε οποιοδήποτε χρόνο δειγματοληψίας μετά την 28η ημέρα, το προϊόν μπορεί να 
αξιολογηθεί ως μη έχον μακροπρόθεσμη επίδραση στη μετατροπή του άνθρακα στα εδάφη. Οταν 
αξιολογούνται αποτελέσματα από δοκιμές με χημικά άλλα εκτός των αγροχημικών, χρησιμοποιούνται οι τιμές 
Εθ5ο, Ε025 και/ή ΕΟιο. 
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3 ΕΚΘΕΣΗ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τις ακόλουθες πληροφορίες: 

Πλήρη ταυτοποίηση του χρη σιμοποιη θέντος εδάφους, συμπεριλαμβανομένων των εξής: 

— γεωγραφικό στίγμα του τόπου (γεωγραφικό πλάτος και μήκος) 

— πληροφορίες για το ιστορικό του τόπου (δηλ. κάλυψη από βλάστηση, κατεργασίες με προϊόντα 
προστασίας καλλιεργειών, κατεργασίες με λιπάσματα, τυχαία επιμόλυνση, κλπ) 

— πρότυπο χρήσης (π.χ. γεωργικό έδαφος, δάσος, κλπ.) 

— βάθος δειγματοληψίας (οιη); 

— περιεκτικότητα σε άμμο/ιλύ/άργιλο (% επί ξηρού βάρους) 

— ρΗ (στο νερό) 

— περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα (% επί ξηρού βάρους) 

— περιεκτικότητα σε άζωτο (% επί ξηρού βάρους) 

— κατιοανταλλακτική ικανότητα (ιηπιοΙ/Εβ) 

— αρχική μικρόβιακή βιομάζα ως ποσοστό του συνολικού οργανικού άνθρακα 

— αναφορά των χρησιμοποιηθεισών μεθόδων για τον προσδιορισμό κάθε παραμέτρου 

— κάθε πληροφορία σχετικά με τη συλλογή και αποθήκευση εδαφικών δειγμάτων 

— λεπτομέρειες για την προεπώαση του εδάφους, εφόσον συντρέχει 

Υπό δοκιμή ουσία: 

— φυσική κατάσταση της ουσίας και, όπου χρειάζεται, φυσικοχημικές ιδιότητες 

— δεδομένα χημικής ταυτοποίησης, όπου χρειάζεται, συμπεριλαμβανομένου του χημικού τύπου, της 
καθαρότητας (δηλ. για προϊόντα προστασίας καλλιεργειών, το ποσοστό του δραστικού συστατικού), 
περιεκτικότητα σε άζωτο.. 

Συνθήκες δοκιμής: 

— λεπτομέρειες της τροποποίησης του εδάφους με οργανικό υπόστρωμα, 

— αριθμός χρησιμοποιηθεισών συγκεντρώσεων του υπό δοκιμή χημικού και, όπου κρίνεται σκόπιμο, 
αιτιολόγηση των επιλεγεισών συγκεντρώσεων, 

— λεπτομέρειες για την εφαρμογή της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος, 

— θερμοκρασία επώασης, 

— υγρασία εδάφους στη αρχή και κατά τη διάρκεια της δοκιμής, 

— χρησιμοποιηθείσα μέθοδος επώασης εδάφους (δηλ. χύδην ή ως σειρά επιμέρους μερικών δειγμάτων), 

— αριθμός επαναληπτικών δειγμάτων, 

— χρόνοι δειγματοληψίας. 

Αποτελέσματα: 

— χρησιμοποιη θείσα μέθοδος και εξοπλισμός για τη μέτρηση των ρυθμών αναπνοής 

— δεδομένα σε μορφή πίνακα, συμπεριλαμβανομένων μεμονωμένων και μέσων τιμών ποσοτήτων 

διοξειδίου του άνθρακα ή οξυγόνου 

— διακύμανση μεταξύ των επαναληπτικών δειγμάτων σε κατεργασμένα δείγματα και σε δείγματα 
μάρτυρες 

— εξηγήσεις διορθώσεων που έγιναν στους υπολογισμούς, εφόσον συντρέχει περίπτωση 

— η % διακύμανση των επαγόμενων από τη γλυκόζη ρυθμών αναπνοής σε κάθε χρόνο δειγματοληψίας 
ή, εάν κρίνεται σκόπιμο, η τιμή Εθ 5 ο με 95% όριο εμπιστοσύνης, άλλες τιμές ΕΟ Χ (π.χ. Ε025 ή ΕΟιο) 
με διαστήματα εμπιστοσύνης και ένα γράφημα της καμπύλης δόσης-απόκρισης 
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— στατιστική επεξεργασία αποτελεσμάτων, όπου χρειάζεται 

κάθε πληροφορία και παρατήρηση χρήσιμη για την ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 
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Γ.23. ΑΕΡΟΒΙΑ ΚΑΙ ΑΝΑΕΡΟΒΙΑ ΜΕΤΑΤΡΟΠΗ ΣΤΟ ΕΔΑΦΟΣ 


1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής είναι αναπαραγωγή της ΟΕΟϋ ΤΟ 307 (2002) 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής βασίζεται σε υφιστάμενες κατευθυντήριες οδηγίες (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9). Η 
περιγραφόμενη στο παρόν μέθοδος δοκιμής σχεδιάστηκε για την εκτίμηση της αερόβιας και αναερόβιας 
μετατροπής χημικών στο έδαφος. Τα πειράματα εκτελούνται για τον προσδιορισμό (ΐ) του ρυθμού μετατροπής 
της υπό δοκιμή ουσίας, και (ϋ) της φύσης και των ρυθμών σχηματισμού και απομάκρυνσης προϊόντων 
μετατροπής στα οποία μπορεί να εκτεθούν φυτά και οργανισμοί του εδάφους. Τέτοιες μελέτες απαιτούνται για 
χημικά τα οποία εφαρμόζονται απευθείας στο έδαφος ή τα οποία είναι πιθανόν να φθάσουν στο εδαφικό 
περιβάλλον. Τα αποτελέσματα των εργαστηριακών αυτών μελετών μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν για 
την κατάρτιση πρωτοκόλλων δειγματοληψίας και ανάλυσης σε σχετικές επιτόπιες μελέτες. 

Για την αξιολόγηση της πορείας μετατροπής αρκούν γενικά αερόβιες και αναερόβιες μελέτες με ένα τύπο 
εδάφους (8)(10)( 11). Οι ρυθμοί μετατροπής θα πρέπει να προσδιορίζονται σε τρία τουλάχιστον πρόσθετα 
εδάφη (8)(10). 

Σε συνάντηση ανταλλαγής απόψεων του ΟΟΣΑ σχετικά με την επιλογή εδαφών και ιζημάτων, η οποία έλαβε 
χώρα στην Βοΐ^ίταΐβ στην Ιταλία το 1995 (7) επήλθε συμφωνία, ειδικότερα, για τον αριθμό και τον τύπο των 
προς χρήση εδαφών στην παρούσα δοκιμή. Οι τύποι των υποβαλλόμενων σε δοκιμή εδαφών θα πρέπει να είναι 
αντιπροσωπευτικοί των περιβαλλοντικών συνθηκών όπου πραγματοποιείται χρήση ή επέρχεται απελευθέρωση. 
Για παράδειγμα, χημικά τα οποία μπορεί να απελευθερώνονται σε υποτροπικά έως τροπικά κλίματα θα πρέπει 
να υποβάλλονται σε δοκιμή με Εβιτ&εοΐδ ή Νΐίοεοίε (σύστημα ΕΑΟ). Στη συνάντηση, δόθηκαν επίσης 
συστάσεις σχετικά με τη συλλογή, χειρισμό και αποθήκευση εδαφικών δειγμάτων, με βάση τις κατευθυντήριες 
οδηγίες του ΙδΟ (15). Στην παρούσα μέθοδο εξετάζεται επίσης και η χρήση ο ρυζοεδαφών. 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Ουσία δοκιμής: κάθε ουσία , αρχική ή σχετικά προϊόντα μετατροπής 

Προϊόντα μετατροπής: όλες οι ουσίες που προκύπτουν από αντιδράσεις βιοτικής ή αβιοτικής μετατροπής της 
ουσίας δοκιμής, συμπεριλαμβανομένου του 00 2 και προϊόντων σε δεσμευμένα υπολείμματα. 

Δεσμευμένα υπολείμματα: Ως "δεσμευμένα υπολείμματα” χαρακτηρίζονται ενώσεις στο έδαφος, σε φυτά ή σε 
ζώα, οι οποίες παραμένουν στο υπόστρωμα με τη μορφή της αρχικής ουσίας ή μεταβολιτών της/προϊόντων 
μετατροπής μετά από εκχύλιση. Η μέθοδος εκχυλίσεως δεν πρέπει να μεταβάλλει ουσιαστικώς αυτές καθ’ 
αυτές τις ενώσεις ή τη δομή του υποστρώματος. Η φύση του δεσμού μπορεί να προσδιοριστεί εν μέρει με τη 
βοήθεια μεθόδων εκχυλίσεως που μεταβάλλουν το υπόστρωμα και εξειδικευμένες αναλυτικές τεχνικές. Μέχρι 
σήμερα, για παράδειγμα, έχουν ταυτοποιηθεί με τον τρόπο αυτό ομοιοπολικοί, ιονικοί και ροφητικοί δεσμοί, 
καθώς επίσης και παγιδεύσεις. Γενικά, ο σχηματισμός δεσμευμένων υπολειμμάτων μειώνει σημαντικώς τη 
βιοπροσβασιμότητα και βιοδιαθεσιμότητα (12) [τροποποίηση από ΙΕ1ΡΑΟ 1984 (13)]. 

Αερόβια μετατροπή: αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα παρουσία μοριακού οξυγόνου (14). 

Αναερόβια μετατροπή: (αναγωγική): αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα απουσία μοριακού οξυγόνου (14). 

Έδαφος: μίγμα ανόργανων και οργανικών χημικών συστατικών, όπου στα τελευταία περιλαμβάνονται ενώσεις 
υψηλής περιεκτικότητας σε άνθρακα και άζωτο και υψηλού μοριακού βάρους, στο οποίο εμφανίζεται ζωή με 
τη μορφή μικρών (κυρίως μικρό-) οργανισμών. Το έδαφος μπορεί να χρησιμοποιηθεί υπό δύο καταστάσεις: 

(α) αδιατάρακτο, όπως έχει διαμορφωθεί με τον καιρό, σε χαρακτηριστικά στρώματα διαφόρων τύπων εδαφών 
(β) διαταραγμένο, όπως συνήθως βρίσκεται σε αρώσιμες εκτάσεις ή όπως εμφανίζεται όταν λαμβάνονται 
δείγματα με σκάψιμο και χρησιμοποιούνται στην παρούσα μέθοδο δοκιμής (14). 




8618 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


Ανοργανοποίηση: η πλήρης αποικοδόμηση μιας οργανικής ενώσεως σε 002, Η 2 Ο υπό αερόβιες συνθήκες και 
ΟΗ 4 , 00 2 και Η 2 Ο υπό αναερόβιες συνθήκες. Στην παρούσα μέθοδο δοκιμής, όταν χρησιμοποιείται 
επισημασμένη με 14 Ο ένωση, ανοργανοποίηση σημαίνει εκτεταμένη αποικοδόμηση κατά την οποία 
επισημασμένο άτομο άνθρακα οξειδώνεται με απελευθέρωση αντίστοιχης ποσότητας 14 002 (14). 

Χρόνος ημιζωής, ΐο. 5 , είναι ο χρόνος που απαιτείται για την κατά 50% μετατροπή της ουσίας δοκιμής, όταν η 
κινητική της αντιδράσεως μετατροπής είναι πρώτης τάξεως είναι ανεξάρτητος της συγκέντρωσης. 

Ε)Τ 5 ο (Χρόνος μειώσεως 50): είναι το χρονικό διάστημα στο οποίο η συγκέντρωση της ουσίας δοκιμής 
μειώνεται κατά 50%. Διαφέρει από το χρόνο ημιζωής ΐο .5 όταν η μετατροπή δεν ακολουθεί κινητική 
αντιδράσεως πρώτης τάξεως. 

ΌΤ 75 (Χρόνος μειώσεως 75): είναι το χρονικό διάστημα στο οποίο η συγκέντρωση της ουσίας δοκιμής 
μειώνεται κατά 75%. 

ϋΤ 9 ο (Χρόνος μειώσεως 90): είναι το χρονικό διάστημα στο οποίο η συγκέντρωση της ουσίας δοκιμής 
μειώνεται κατά 90%. 


1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 

Για τον χαρακτηρισμό και/ή ταυτοποίηση των προϊόντων μετατροπής με τη βοήθεια φασματοσκοπικών και 
χρωματογραφικών μεθόδων, πρέπει να χρησιμοποιούνται ουσίες αναφοράς. 

1.4 ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η μέθοδος εφαρμόζεται σε όλες τις χημικές ουσίες (μη επισημασμένες ή ραδιοεπισημασμένες) για τις οποίες 
υπάρχει διαθέσιμη αναλυτική μέθοδος ικανοποιητικής ακρίβειας και ευαισθησίας. Εφαρμόζεται σε μη πτητικές 
ενώσεις, ελαφρώς πτητικές ενώσεις, υδατοδιαλυτές ενώσεις ή και σε υδατοαδιάλυτες ενώσεις. Η δοκιμή δεν θα 
πρέπει να εφαρμόζεται σε ιδιαιτέρως πτητικές από το έδαφος χημικές ουσίες (π.χ. ατμίζουσες, οργανικοί 
διαλύτες), οι οποίες δεν μπορούν επομένως να διατηρηθούν στο έδαφος υπό τις πειραματικές συνθήκες της 
παρούσας δοκιμής. 

1.5 ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΟΥΣΙΑ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Για τη μέτρηση του ρυθμού μετατροπής μπορεί να χρησιμοποιηθεί επισημασμένη ή μη ουσία δοκιμής. Για τη 
μελέτη της πορείας μετατροπής και τον προσδιορισμό του ισοζυγίου μάζας, απαιτείται επισημασμένη ουσία. 
Συνιστάται η επισήμανση με 14 0, ωστόσο μπορεί να αποδειχθεί χρήσιμη και η χρήση άλλων ισοτόπων όπως 
13 0, 15 Ν, 3 Η, 32 Ρ. Η επισήμανση θα πρέπει να γίνεται στο σταθερότερο ή σταθερότερα μέρη του μορίου 1 , όσο 
αυτό είναι δυνατόν. Η καθαρότητα της ουσίας δοκιμής πρέπει να είναι τουλάχιστον 95%. 

Πριν από τη διεξαγωγή δοκιμής αερόβιας ή αναερόβιας μετατροπής στο έδαφος, θα πρέπει να υπάρχουν 
διαθέσιμα τα ακόλουθα στοιχεία σχετικά με την ουσία δοκιμής: 

(α) διαλυτότητα σε νερό (Μέθοδος Α.6) 

(β) διαλυτότητα σε οργανικούς διαλύτες 

(γ) τάση ατμών (Μέθοδος Α.4) και η σταθερά του νόμου του Ηοπγυ 
( δ) συντελεστής κατανομής σε η-οκτανόλη/νερό (Μέθοδος Α.8) 

(ε) χημική σταθερότητα στο σκοτάδι (υδρόλυση) (Μέθοδος Γ.7); 

(στ) η ρΚ 3 , εάν κάποιο μόριο μπορεί να υποστεί πρωτονίωση ή αποπρωτονίωση [Κατ. οδ. ΟΟΣΑ 112 ] (16). 

Άλλες χρήσιμες πληροφορίες μπορεί να είναι δεδομένα για την τοξικότητα της ουσίας δοκιμής στους 
μικροοργανισμούς του εδάφους [Μέθοδοι δοκιμής Γ.21 και Γ.22] (16). 

Θα πρέπει επίσης να υπάρχουν διαθέσιμες αναλυτικές μέθοδοι (συμπεριλαμβανομένων και μεθόδων 
εκχυλίσεως και καθαρισμού) για την ταυτοποίηση και ποσοτικό προσδιορισμό της ουσίας δοκιμής και των 
προϊόντων μετατροπής της. 


Για παράδειγμα, αν η ουσία περιέχει έναν δακτύλιο, απαιτείται επισήμανση στον δακτύλιο αυτό αν η ουσία δοκιμής 
περιέχει δύο ή περισσοτέρους δακτυλίους, ίσως χρειαστεί η διεξαγωγή ξεχωριστών μελετών για την αξιολόγηση της τύχης 
κάθε επισημασμένου δακτυλίου και για τη λήψη καταλλήλων πληροφοριών για το σχηματισμό προϊόντων μετατροπής. 
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1.6 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Δείγματα εδάφους υποβάλλονται σε κατεργασία με την ουσία δοκιμής και επωάζονται στο σκοτάδι σε 
βιομετρικές φιάλες ή σε συστήματα διελεύσεως ροής υπό ελεγχόμενες εργαστηριακές συνθήκες (σε σταθερή 
θερμοκρασία και υγρασία εδάφους) Σε κατάλληλα χρονικά διαστήματα, δείγματα εδάφους εκχυλίζονται και 
αναλύονται όσον αφορά την αρχική ουσία και τα προϊόντα μετατροπής. Συλλέγονται, επίσης, για ανάλυση και 
πτητικά προϊόντα χρησιμοποιώντας κατάλληλες διατάξεις απορροφήσεως. Χρησιμοποιώντας επισημασμένο με 
14 0 υλικό, μπορούν να μετρηθούν οι διάφορες ταχύτητες ανοργανοποίησης παγιδεύοντας το εκλυόμενο 14 0 θ 2 
και να προσδιοριστεί ένα ισοζύγιο μάζας, συμπεριλαμβανομένου του σχηματισμού δεσμευμένων στο έδαφος 
υπολειμμάτων. 

1.7 ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ 

1.7.1 Ανάκτηση 

Από την εκχύλιση και ανάλυση διπλών, τουλάχιστον, εδαφικών δειγμάτων αμέσως μετά την προσθήκη της 
ουσίας δοκιμής, προκύπτει μια πρώτη ένδειξη της επαναληψιμότητας της αναλυτικής μεθόδου και της 
ομοιομορφίας της διαδικασίας εφαρμογής για την ουσία δοκιμής. Οι τιμές ανάκτησης σε μεταγενέστερα στάδια 
των πειραμάτων προκύπτουν από τα αντίστοιχα ισοζύγια μάζας. Τα ποσοστά ανάκτησης θα πρέπει να 
κυμαίνονται από 90 έως 110% για επισημασμένες χημικές ουσίες (8) και από 70 έως 110% για μη 
επισημασμένες χημικές ουσίες (3). 

1.7.2 Επαναληψιμότητα και ευαισθησία της αναλυτικής μεθόδου 

Η επαναληψιμότητα της αναλυτικής μεθόδου (μη συμπεριλαμβανομένης της αποδοτικότητας της αρχικής 
εκχυλίσεως) για τον ποσοτικό προσδιορισμό της ουσίας δοκιμής και των προϊόντων μετατροπής, μπορεί να 
ελεγχθεί με τη βοήθεια διπλής αναλύσεως του ίδιου εδαφικού εκχυλίσματος, μετά ικανή επώαση για τον 
σχηματισμό προϊόντων μετατροπής. 

Το όριο ανιχνεύσεως (1,0Ο) της αναλυτικής μεθόδου για την ουσία δοκιμής και για τα προϊόντα μετατροπής θα 
πρέπει να είναι τουλάχιστον Θ.01 πΐβ-ΐφ" 1 εδάφους (ως ουσία δοκιμής) ή 1% της αρχικής εφαρμοσθείσας 
δόσεως, όποια τιμή από τις δύο είναι χαμηλότερη. Θα πρέπει επίσης να προσδιορίζεται και το όριο του 
ποσοτικού προσδιορισμού (ΕΟζ)) 

1.7.3 Ακρίβεια δεδομένων μετατροπής 

Από την ανάλυση παλινδρόμησης των συγκεντρώσεων της ουσίας δοκιμής ως συνάρτησης του χρόνου, 
προκύπτουν τα σχετικά στοιχεία για την αξιοπιστία της καμπύλης μετατροπής και είναι δυνατός ο υπολογισμός 
των ορίων εμπιστοσύνης για τους χρόνους ημιζωής (αν ισχύει κινητική ψευδο-πρώτης τάξως) ή τις τιμές ϋΤ,ο 
και, όπου κρίνεται σκόπιμο, ϋΤ 7 5 και ϋΤ 9 ο ■ 

1.8 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.8.1 Εξοπλισμός και χημικά αντιδραστήρια 

Τα συστήματα επωάσεως αποτελούνται από στατικά κλειστά συστήματα ή κατάλληλα συστήματα διελεύσεως 
ροής (7)( 17). Παραδείγματα κατάλληλων συσκευών διελεύσεως ροής για επώαση εδάφους και φιαλών τύπου 
βιομέτρου εμφαίνονται στα σχήματα 1 και 2, αντίστοιχα. Αμφότεροι οι τύποι συστημάτων επώασης έχουν 
πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα (7)( 17). 

Απαιτείται συνήθης εργαστηριακός εξοπλισμός και, ειδικότερα, τα ακόλουθα: 

— Αναλυτικά όργανα όπως ΟΕΟ, ΗΡΕΟ, ΤΕΟ-εξοπλισμός, συμπεριλαμβανομένων των κατάλληλων 
συστημάτων ανίχνευσης για την ανάλυση ραδιοεπισημασμένων ή μη επισημασμένων ουσιών ή μεθόδου 
ανάστροφης αραίωσης ισοτόπων 

— Όργανα για σκοπούς ταυτοποίησης (π.χ. Μ8, Ο0-Μ8, ΗΡΕΟ-Μ8, ΝΜΚ, κλπ) 

— Υγρός απαριθμητής σπινθηρισμών 
— Οξειδωτικό σύστημα για την καύση ραδιενεργού υλικού 
— Φυγόκεντρος 

— Συσκευή εκχυλίσεως (π.χ., σωλήνες φυγοκέντρου για ψυχρή εκχύλιση και συσκευή δοχίιίεΐ για συνεχή 
εκχύλιση υπό αναρροή) 
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— Όργανα συμπύκνωσης διαλυμάτων και εκχυλισμάτων (π.χ. περιστροφικός εξατμιστήρας) 

— Υδρόλουτρο 

— Διάταξη μηχανικής ανάμειξης (π.χ. μηχανή μαλάξεως, περιστροφικός αναμεικτήρας). 

Στα χρησιμοποιούμενα χημικά αντιδραστήρια περιλαμβάνονται, π.χ.: 

— Ν&ΟΗ, αναλυτικής καθαρότητας, 2 πιοί · άπΓ 3 , ή άλλη κατάλληλη βάση (π.χ. ΚΟΗ, αιθανολαμίνη) 

— Η 23 Ο 4 , αναλυτικής καθαρότητας, 0.05 ηιοί · άηΓ 
— Αιθυλενογλυκόλη, αναλυτικής καθαρότητας; 

— Στερεά απορροφητικά υλικά όπως νατράσβεστος και βύσματα πολυουρεθάνης 
— Οργανικοί διαλύτες, αναλυτικής καθαρότητας, όπως ακετόνη, μεθανόλη, κλπ. 

— Υγρό σπινθηρισμών. 

1.8.2 Εφαρμογή ουσίας δοκιμής 

Για την προσθήκη και κατανομή στο έδαφος, η ουσία δοκιμής μπορεί να διαλυθεί σε νερό (απιονισμένο ή 
απεσταγμένο) ή, όταν είναι αναγκαίο, σε ελάχιστες ποσότητες ακετόνης ή άλλων οργανικών διαλυτών (6) όπου 
η ουσία δοκιμής είναι επαρκώς διαλυτή και σταθερή. Ωστόσο, η ποσότητα του επιλεγόμενου διαλύτη δεν θα 
πρέπει να έχει σημαντική επίδραση στην εδαφική μικροβιακή δραστικότητα (βλ. 1.5 και 1.9.2-1.9.3) Η χρήση 
διαλυτών που αναστέλουν τη μικροβιακή δράση, όπως το χλωροφόρμιο, το διχλωρομεθάνιο και άλλοι 
αλογονωμένοι διαλύτες, θα πρέπει να αποφεύγεται. 

Η ουσία δοκιμής μπορεί να προστίθεται επίσης ως στερεό, π.χ. αναμεμειγμένη σε χαλαζιακή άμμο (6) ή σε 
μικρό μερικό δείγμα του υπό δοκιμή εδάφους που έχει ξηρανθεί με αέρα και αποστειρωθεί. Εάν η ουσία 
δοκιμής προστεθεί χρησιμοποιώντας κάποιο διαλύτη, ο διαλύτης θα πρέπει να αφήνεται να εξατμιστεί πριν το 
μερικό δείγμα προστεθεί στο αρχικό μη στείρο εδαφικό δείγμα. 

Για χημικά εν γένει, η κύρια οδός εισόδου των οποίων στο έδαφος είναι μέσω γεωργικής εφαρμογής/λάσπης 
υπονόμων, η υπό δοκιμή ουσία θα πρέπει πρώτα να προστίθεται σε λάσπη που στη συνέχεια εισάγεται στο 
εδαφικό δείγμα, (βλ. ενότητες 1.9.2 και 1.9.3) 

Δεν συνιστάται η συνήθης χρήση τυποποιημένων στη σύνθεση προϊόντων. Ωστόσο, για μη ευκόλως 
διαλυόμενες ουσίες δοκιμής, η χρήση τυποποιημένου υλικού μπορεί να είναι μια κατάλληλη εναλλακτική λύση. 

1.8.3 Εδάφη 

1.8.3.1 Ετπλογή εδαφών 

Για τον προσδιορισμό της πορείας μετατροπής, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ένα αντιπροσωπευτικό έδαφος 
συνιστάται κάποιο αμμώδες αργιλούχο ή λασπώδες αργιλούχο ή αργιλώδες έδαφος ή αργιλώδης άμμος (εαικίγ 
1οαηι/δΐ1ΐγ 1 ο&ηι/1 ο&ηι/Ιοαηιγ δαηά) [σύμφωνα με την ταξινόμηση ΕΑΟ και ΓΓδΌΑ (18)] με ρΙΙ 5.5-8.0, 
περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα 0.5-2.5% και μικροβιακή βιομάζα τουλάχιστον 1% του συνολικού 
οργανικού άνθρακα (10). 

Για μελέτες ρυθμού μετατροπής θα πρέπει να χρησιμοποιούνται τουλάχιστον τρία ακόμη εδάφη που να 
αντιπροσωπεύουν μια σειρά σχετικών εδαφών. Τα εδάφη θα πρέπει να ποικίλουν από πλευράς περιεκτικότητας 
σε οργανικό άνθρακα, ρΗ, περιεκτικότητα σε άργιλο και μικροβιακή βιομάζα (10). 

Όλα τα εδάφη θα πρέπει να χαρακτηρίζονται, τουλάχιστον, ως προς την υφή τους (% άμμος, % ιλύς, % 
άργιλος) [σύμφωνα με την ταξινόμηση ΡΑΟ και ΓΓδΌΑ (18)], το ρΗ, την κατιοανταλλακτική τους ικανότητα, 
την περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα, τη φαινόμενη πυκνότητα, τις ιδιότητές του ως προς τη συγκράτηση 
νερού 2 και τη μικροβιακή βιομάζα (για αερόβιες μόνο μελέτες). Τυχόν πρόσθετες πληροφορίες για τις ιδιότητες 
των εδαφών μπορεί να είναι χρήσιμες στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Για τον προσδιορισμό των 
χαρακτηριστικών των εδαφών, μπορούν να χρησιμοποιηθούν οι μέθοδοι που συνιστώνται στις παραπομπές 
(19)(20)(21)(22)(23). Η μικροβιακή βιομάζα θα πρέπει να προσδιορίζεται χρησιμοποιώντας τη μέθοδο της 
επαγόμενης υπό του υποστρώματος αναπνοής (8ΙΚ.) (25)(26) ή εναλλακτικές μεθόδους (20). 


Το χαρακτηριστικό της συγκράτησης νερού από ένα έδαφος μπορεί να μετρηθεί ως επί του πεδίου ικανότητα, ως 
ικανότητα συγκράτησης νερού ή ως τάση ρόφησης νερού (ρΡ). Για εξηγήσεις, βλ. παράρτημα 1. Θα πρέπει να αναφέρεται 
στην έκθεση δοκιμής αν τα χαρακτηριστικά της συγκράτησης νερού και της φαινομενικής πυκνότητας των εδαφών 
προσδιορίστηκαν σε αδιατάρακτα δείγματα πεδίου ή σε διαταραγμένα (επεξεργασμένα) δείγματα. 
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1.8.3.2 Συλλογή , χειρισμός και αποθήκευση εδαφών 

Θα πρέπει να υπάρχουν διαθέσιμες λεπτομερείς πληροφορίες για το ιστορικό του τόπου απ’ όπου συλλέγεται 
το προς δοκιμή έδαφος. Στις πληροφορίες περιλαμβάνονται ο ακριβής τόπος, η κάλυψη από βλάστηση, 
κατεργασίες με χημικά, κατεργασίες με οργανικά και ανόργανα λιπάσματα, προσθήκες βιολογικών υλικών ή 
άλλη μόλυνση. Εάν εδάφη έχουν υποστεί κατεργασία με την υπό δοκιμή ουσία ή δομικά της ανάλογα μέσα στα 
προηγούμενα τέσσερα χρόνια, αυτά δεν θα πρέπει να χρησιμοποιούνται για μελέτες μετατροπής (10)(15). 

Το έδαφος θα πρέπει να έχει συλλεγεί πρόσφατα από τον τόπο προέλευσης (από τον ορίζοντα Α ή την άνω 
στιβάδα πάχους 20 οιυ) με περιεκτικότητα σε νερό τέτοια που να διευκολύνει το κοσκίνισμα. Για εδάφη άλλα 
εκείνων από ορυζώνες, η δειγματοληψία θα πρέπει να αποφεύγεται κατά τη διάρκεια ή αμέσως μετά μακρές 
περιόδους (> 30 ημέρες) ξηρασίας, παγετού ή πλημμυρών (14). Τα δείγματα θα πρέπει να μεταφέρονται με 
τρόπο που να ελαχιστοποιεί μεταβολές στην υγρασία του εδάφους και θα πρέπει να διατηρούνται στο σκοτάδι 
με ελεύθερη πρόσβαση αέρα, κατά το δυνατόν. Μια χαλαρά δεμένη σακούλα πολυαιθυλενίου είναι γενικά 
κατάλληλη για το σκοπό αυτό. 

Το έδαφος θα πρέπει να υποβάλλεται σε κατεργασία το συντομότερο δυνατό μετά τη δειγματοληψία. 
Βλάστηση, μεγάλου μεγέθους εδαφική πανίδα και πέτρες θα πρέπει να απομακρύνονται πριν από τη διέλευση 
του εδάφους μέσω κοσκίνου 2 ιηηι που απομακρύνει μικρές πέτρες, πανίδα και υπολείμματα φυτών. Θα πρέπει 
να αποφεύγεται εκτεταμένη ξήρανση και σύνθλιψη του εδάφους πριν από το κοσκίνισμα (15). 

Όταν το χειμώνα είναι δύσκολη η δειγματοληψία στο ύπαιθρο (παγωμένο έδαφος ή καλυμμένο από στιβάδες 
χιονιού), αυτή μπορεί να γίνει από εδάφη θερμοκηπίου υπό φυτική κάλυψη (π.χ. χλόη ή μίγματα χλόης- 
τριφυλιού). Προτιμώνται οπωσδήποτε εδάφη προσφάτως συλλεγμένα από την ύπαιθρο, εάν όμως το συλλεγέν 
και επεξεργασθέν χώμα πρέπει να αποθηκευθεί πριν από την έναρξη της μελέτης, οι συνθήκες αποθήκευσης 
πρέπει να είναι κατάλληλες και για περιορισμένο χρονικό διάστημα μόνο (4 ± 2°0 το πολύ για τρεις μήνες) για 
διατήρηση της μικροβιακής δραστικότητας 3 . Λεπτομερείς οδηγίες για τη συλλογή, το χειρισμό και την 
αποθήκευση των εδαφών που προορίζονται να χρησιμοποιηθούν σε πειράματα βιομετατροπής μπορούν να 
βρεθούν στα (8)(10)(15)(26)(27). 

Προτού το επεξεργασμένο χώμα χρησιμοποιηθεί για την παρούσα δοκιμή, θα πρέπει να προεπωάζεται για να 
επέρχεται φύτρωμα και απομάκρυνση των σπόρων και να αποκαθίσταται εκ νέου ισορροπία μικρόβιακού 
μεταβολισμού μετά την αλλαγή από συνθήκες δειγματοληψίας ή αποθήκευσης σε συνθήκες επώασης. Γενικά, 
αρκεί περίοδος προεπώασης μεταξύ 2 και 28 ημερών με πλησίστιες συνθήκες θερμοκρασίας και υγρασίας με 
εκείνες της πραγματικής δοκιμής (15). Ο χρόνος αποθήκευσης και προεπώασης δεν θα πρέπει να υπερβαίνει 
συνολικά τους τρεις μήνες. 

1.9 ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.9.1 Συνθήκες δοκιμής 

1.9.1.1 Θερμοκρασία δοκιμής 

Κατά τη διάρκεια της όλης περιόδου δοκιμής, τα εδάφη θα πρέπει να επωάζονται στο σκοτάδι σε σταθερή 
θερμοκρασία αντιπροσωπευτική των κλιματικών συνθηκών όπου θα γίνει χρήση ή θα επέλθει απελευθέρωση. 
Για όλες τις ουσίες δοκιμής που μπορεί να φθάσουν στο έδαφος σε εύκρατα κλίματα, συνιστάται θερμοκρασία 
20 ± 2 °Ό. Η θερμοκρασία θα πρέπει να ελέγχεται. 

Για χημικές ενώσεις χρησιμοποιούμενες ή απελευθερούμενες σε ψυχρότερα κλίματα (π.χ. σε βόρειες χώρες, 
κατά τη διάρκεια του φθινοπώρου/χειμώνα), θα πρέπει να επωάζονται πρόσθετα εδαφικά δείγματα και σε 
χαμηλότερη θερμοκρασία (π.χ. 10 + 2 °0). 


- Πρόσφατα ερευνητικά αποτελέσματα δείχνουν ότι εδάφη από εύκρατες ζώνες μπορούν να αποθηκευτούν και στους - 
20°Ό για περισσότερους από τρεις μήνες (28)(29) χωρίς σημαντικές απώλειες μικροβιακής δραστικότητας. 


277 




8622 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


1.9.1.2 Υγρασία 

Σε δοκιμές μετατροπής υπό αερόβιες συνθήκες, η υγρασία του εδάφους( 4 ) θα πρέπει να προσαρμόζεται και να 
διατηρείται σε τιμές ρΡ μεταξύ 2,0 και 2,5 (3). Η υγρασία του εδάφους εκφράζεται ως μάζα ύδατος ανά μάζα 
ξηρού εδάφους και θα πρέπει να ελέγχεται τακτικά (π.χ. ανά δύο εβδομάδες) ζυγίζοντας τις φιάλες επώασης και 
αναπληρώνοντας τις υδατικές απώλειες με προσθήκη νερού (κατά προτίμηση διηθημένο σε στείρο περιβάλλον 
νερό βρύσης). Θα πρέπει να λαμβάνεται πρόνοια για την πρόληψη ή ελαχιστοποίηση απωλειών ουσίας δοκιμής 
και/ή προϊόντων μετατροπής λόγω διαφυγής πτητικών συστατικών και/ή τυχόν φωτοαποικοδόμησης κατά τη 
διάρκεια προσθήκης υγρασίας. 

Σε δοκιμές μετατροπής υπό αναερόβιες και συνθήκες ορυζώνων, το χώμα κορέννυται σε νερό με κατάκλυση. 

1.9.1.3 Αερόβιες συνθήκες επώασης 

Στα συστήματα διελεύσεως ροής, οι αερόβιες συνθήκες διατηρούνται με ενδιάμεσες αποχυσεις ή με συνεχή 
αερισμό με ένυγρο αέρα. Στις βιομετρικές φιάλες, η ανταλλαγή αέρα διατηρείται με διάχυση. 

1.9.1.4 Στείρες αερόβιες συνθήκες 

Για τη λήψη πληροφοριών όσον αφορά τη σπουδαιότητα της αβιοτικής μετατροπής μιας ουσίας δοκιμής, τα 
εδαφικά δείγματα μπορούν να αποστειρώνονται (για μεθόδους αποστείρωσης βλ. παραπομπές 16 και 29), να 
υποβάλλονται σε κατεργασία με στείρα ουσία δοκιμής (π.χ. προσθήκη διαλύματος μέσω στείρου φίλτρου) και 
να αερίζονται με ένυγρο στείρο αέρα όπως περιγράφεται στο 1.9.1.3. Στην περίπτωση εδαφών ορυζώνα, 
έδαφος και νερό θα πρέπει να αποστειρώνονται και η επώαση να εκτελείται όπως περιγράφεται στο 1.9.1.6. 

1.9.1.5 Αναερόβιες συνθήκες επώασης 

Για την αποκατάσταση και διατήρηση αναερόβιων συνθηκών, το έδαφος, αφού υποστεί κατεργασία με την 
ουσία δοκιμής και επωαστεί υπό αερόβιες συνθήκες επί 30 ημέρες ή για χρονικό διάστημα αντιστοιχούν σε μια 
ημιζωή ή ΟΤίο (όποιο χρονικό διάστημα είναι συντομότερο), στη συνέχεια κατακλύζεται με νερό (υδατική 
στιβάδα 1-3 οηι) και το σύστημα επώασης καθαρίζεται με αδρανές αέριο (π.χ. άζωτο ή αργό) 5 . Το σύστημα 
δοκιμής πρέπει να επιτρέπει τη διενέργεια μετρήσεων παραμέτρων όπως το ρΗ, η συγκέντρωση οξυγόνου και 
το δυναμικό οξειδοαναγωγής και να περιλαμβάνει διατάξεις παγίδευσης για πτητικά προϊόντα. Το βιομετρικό 
σύστημα πρέπει να είναι κλειστό για να αποφεύγεται η είσοδος αέρα με διάχυση. 

1.9.1.6 Επώαση υπό συνθήκες αναπτυσσόμενης (μη αποφλοιωμένης) όρυζας 

Για τη μελέτη της μετατροπής σε εδάφη αναπτυσσόμενης όρυζας, το χώμα κατακλύζεται με στρώμα νερού 
πάχους 1-5 οηι και στην υδατική φάση προσάγεται η ουσία δοκιμής (9). Συνιστάται βάθος εδάφους 
τουλάχιστον 5 οιη. Το σύστημα αερίζεται με αέρα ως υπό αερόβιες συνθήκες. Θα πρέπει να παρακολουθείται 
και να αναφέρεται το ρΗ, η συγκέντρωση οξυγόνου και το δυναμικό οξειδοαναγωγής της υδατικής στιβάδας. 
Πριν από την έναρξη της μελέτης μετατροπής, απαιτείται περίοδος προεπώασης τουλάχιστον δύο εβδομάδων 
(βλ. ενότητα 1.8.3.2). 


Το έδαφος δεν θα πρέπει να είναι ούτε πολύ υγρό ούτε πολύ ξηρό για τη διατήρηση επαρκούς αερισμού και διατροφής 
της μικροχλωρίδας του εδάφους. Οι συνιστώμενες τιμές υγρασίας για άριστη μικροβιακή ανάπτυξη είναι από 40-60% 
ικανότητα συγκράτησης νερού ζ\ΥΗΟ) και από 0.1-0.33 Βατ (6). Η τελευταία περιοχή ισοδυναμεί με περιοχή ρΡ 2.0 — 2.5. 
Τυπικές τιμές υγρασίας διαφόρων τύπων εδαφών δίδονται στο παράρτημα 2. 

- Σε επιφανειακά εδάφη, ακόμη και σε υποεπιφανειακά εδάφη, επικρατούν αερόβιες συνθήκες όπως φαίνεται από 
χρηματοδοτηθέν από την ΕΕ ερευνητικό έργο [Κ. ΤαΕα§ΐ εΐ αΐ. (1992). ΜΐετοΒΐαΙ άΐνετδΐίγ αηά αοΐίνίΐγ ΐη δΐιύδοΐΐδ: 
ΜείΗοάδ, ΓιεΙά δϊΐ©, δεαδοηαΐ ναπαίΐοη ΐη δΐιΒδοΐΙ ίεηιρεταίιίΓεδ αηά οχγ§εη εοηΐεηΐδ. Ργοο. Ιηΐετηαΐ. δγηιρ. Εηνΐτοηπι. 
Αδρεείδ Ρεδΐΐεΐάεδ ΜΐετοΒΐοΙ., 270-277, 17-21 Αιι§ιΐδί 1992, 8ΐ§ίιιηα, δννεάεη]. Αναερόβιες συνθήκες μπορούν να 
απαντηθούν μόνον περιοδικώς κατά τη διάρκεια πλημμυρών εδαφών μετά από ισχυρές βροχοπτώσεις ή όταν σε ορυζώνες 
δημιουργούνται συνθήκες αναπτυσσόμενης (μη αποφλοιωμένης) όρυζας (ραάάγ οοηάΐίΐοηδ). 
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1.9.1.7 Διάρκεια δοκιμής 

Οι μελέτες ρυθμού και πορείας δεν θα πρέπει κανονικά να υπερβαίνουν τις 120 ημέρες 6 (3)(6)(8), διότι στη 
συνέχεια θα πρέπει να αναμένεται με το χρόνο μείωση της μικροβιακής δραστικότητας του εδάφους δεδομένου 
ότι πρόκειται για τεχνητό εργαστηριακό σύστημα απομονωμένο από φυσικό ανεφοδιασμό. Οπου είναι 
αναγκαίο για το χαρακτηρισμό της μείωσης της ουσίας δοκιμής και το σχηματισμό και απομάκρυνση βασικών 
προϊόντων μετατροπής, οι μελέτες μπορούν να συνεχίζονται για μεγαλύτερες περιόδους (π.χ. 6 ή 12 μήνες) (8). 
Τυχόν μεγαλύτερες περίοδοι επώασης θα πρέπει να αιτιολογούνται στην έκθεση δοκιμής και να συνοδεύονται 
από μετρήσεις βιομάζας κατά τη διάρκεια και στο τέλος των περιόδων αυτών. 

1.9.2 Εκτέλεση της δοκιμής 

Σε κάθε φιάλη επωάσεως φέρονται περίπου 50 έως 200 § εδάφους (σε ξηρή βάση) (βλ. σχήματα 1 και 2 στο 
παράρτημα 3) και το έδαφος υποβάλλεται σε κατεργασία με την ουσία δοκιμής με μία από τις μεθόδους που 
περιγράφονται στο 1.8.2. Όταν για την προσαγωγή της ουσίας δοκιμής χρησιμοποιούνται οργανικοί διαλύτες, 
αυτοί θα πρέπει να απομακρύνονται από το έδαφος με εξάτμιση. Κατόπιν το έδαφος αναμειγνύεται 
επισταμένως με μια σπάτουλα και/ή με ανακίνηση της φιάλης. Εάν η μελέτη διεξάγεται υπό συνθήκες 
αναπτυσσόμενης όρυζας, έδαφος και νερό θα πρέπει να αναμειγνύονται επισταμένως μετά την εφαρμογή της 
ουσίας δοκιμής. Κατάλληλες μικρές ποσότητες (π.χ. 1 §) των κατεργασμένων εδαφών θα πρέπει να αναλύονται 
για την ουσία δοκιμής για να ελέγχεται αν υπάρχει ομοιόμορφη κατανομή. Για εναλλακτική μέθοδο, βλ. 
κατωτέρω. 

Το ποσοστό κατεργασίας θα πρέπει να ανταποκρίνεται στο μέγιστο ποσοστό εφαρμογής ενός προϊόντος 
προστασίας καλλιεργειών που συνιστάται στις οδηγίες χρήσεως και σε ομοιόμορφη ενσωμάτωση σε κατάλληλο 
βάθος στο έδαφος (π.χ. άνω στιβάδα εδάφους πάχους 10 οηι-). Για παράδειγμα, για χημικά που εφαρμόζονται 
στο φύλλωμα ή στο έδαφος χωρίς ενσωμάτωση, το κατάλληλο βάθος για τον υπολογισμό της ποσότητας 
χημικού που θα πρέπει να προστεθεί σε κάθε φιάλη είναι 2,5 οηι. Στην περίπτωση χημικών ενσωματούμενων 
στο έδαφος, το κατάλληλο βάθος είναι το βάθος ενσωμάτωσης που προσδιορίζεται στις οδηγίες χρήσεως. Για 
χημικά εν γένει, το ποσοστό εφαρμογής θα πρέπει να εκτιμάται με βάση τον κυρτότερο τρόπο εισόδου' για 
παράδειγμα, όταν η σημαντικότερη οδός εισόδου στο έδαφος είναι μέσω λάσπης υπονόμων, το χημικό θα 
πρέπει να προστίθεται στη λάσπη σε συγκέντρωση που να αντικατοπτρίζει την αναμενόμενη συγκέντρωση στη 
λάσπη ενώ η ποσότητα της προστιθέμενης στο έδαφος λάσπης θα πρέπει να αντικατοπτρίζει το κανονικό 
φορτίο λάσπης των γεωργικών εδαφών. Εάν η συγκέντρωση αυτή δεν είναι αρκετά υψηλή για την ταυτοποίηση 
βασικών προϊόντων μετατροπής, μπορεί να είναι χρήσιμη η επώαση ξεχωριστών εδαφικών δειγμάτων με 
υψηλότερα ποσοστά, θα πρέπει όμως να αποφεύγονται υπερβολικά ποσοστά που επηρεάζουν τις λειτουργίες 
των μικροοργανισμών του εδάφους (βλ. 1.5 και 1.8.2). 

Εναλλακτικώς, μπορεί να υποβληθεί σε κατεργασία με την ουσία δοκιμής και κάποια μεγαλύτερη ποσότητα 
(δηλ. 1 έως 2 Ε§;) εδάφους, προσεκτικά αναμεμειγμένη σε κατάλληλο μηχάνημα μείξεως και κατόπιν να 
μεταφερθεί σε μικρές ποσότητες των 50 έως 200 § σε φιάλες επωάσεως (π.χ. με τη χρήση διαχωριστών 
δειγμάτων). Κατάλληλες μικρές ποσότητες (π.χ. 1 §) του υποβληθέντος σε κατεργασία εδάφους θα πρέπει να 
αναλύονται για τον έλεγχο της ομοιόμορφης κατανομής της υπό δοκιμή ουσίας. Η διαδικασία αυτί) προτιμάται 
επειδή παρέχει τη δυνατότητα πιο ομοιόμορφης κατανομής της υπό δοκιμή ουσίας στο έδαφος. 

Υπό τις ίδιες συνθήκες (αερόβιες) με εκείνες δειγμάτων υποβληθέντων σε κατεργασία με την υπό δοκιμή ουσία 
επωάζονται και μη κατεργασμένα εδαφικά δείγματα. Τα δείγματα αυτά χρησιμοποιούνται για μετρήσεις 
βιομάζας κατά τη διάρκεια και στο τέλος των μελετών. 


Οι αερόβιες μελέτες μπορεί να τερματιστούν πολύ πριν από τις 120 ημέρες υπό την προϋπόθεση ότι μέχρι το χρονικό 
αυτό σημείο έχουν φθάσει σαφώς στο τελικό τους σημείο η πορεία μετατροπής και η ανοργανοποίηση. Ο τερματισμός 
της δοκιμής είναι δυνατός και μετά 120 ημέρες, ή όταν έχει μετατραπεί το 90% τουλάχιστον της ουσίας δοκιμής, αλλά 
μόνον εάν έχει σχηματιστεί τουλάχιστον 5% ΌΟο. 

Υπολογισμός της αρχικής συγκέντρωσης στη βάση περιοχής χρησιμοποιώντας την ακόλουθη εξίσωση: 


£ 8β ίΐΙ»§% 8 Μΐ] = 


Α[Ε§/ Ιια] · 10“ |ηια/ Ε§] 

1[ηι] · 10 4 [ηι 2 / Ιια] · ά[Ε§ 80 ;[/ ηΥ ] 


Ο βο π= Αρχική συγκέντρωση στο έδαφος [πη»·1ε!>· ] 

Α = Ποσοστό εφαρμογής [1τ§-1ια -1 ]; 1 = πάχος εδαφικής στιβάδος τόπου [ηΤ|; ά = ξηρά φαινόμενη πυκνότητα εδάφους 
[Ε§·ηΓ 3 ]. 

Κατά κανόνα, ποσοστό εφαρμογής 1 Ε^-Ιια" 1 οδηγεί σε συγκέντρωση εδάφους περίπου 1 ηι§·Ε§ 4 σε στιβάδα 10 οηι (για 
τιμή φαινόμενης πυκνότητας 1 § · απΥ). 
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Όταν η ουσία δοκιμής εφαρμόζεται στο έδαφος διαλελυμένη σε οργανικό ή οργανικούς διαλύτες, εδαφικά 
δείγματα επεξεργασμένα με την ίδια ποσότητα διαλύτη ή διαλυτών επωάζονται υπό τις αυτές συνθήκες 
(αερόβιες) με εκείνες των κατεργασμένων με την ουσία δοκιμής δειγμάτων. Τα δείγματα αυτά 
χρησιμοποιούνται για μετρήσεις βιομάζας στην αρχή, κατά τη διάρκεια και στο τέλος των μελετών για τον 
έλεγχο των επιδράσεων του ή των διαλυτών στη μικρόβιακή βιομάζα.. 

Οι φιάλες που περιέχουν το κατεργασμένο έδαφος είτε τοποθετούνται στο σύστημα διελεύσεως ροής που 
περιγράφεται στο σχήμα 1, είτε κλείονται με τη στήλη απορρόφησης που εμφαίνεται στο σχήμα 2 (βλ. 
παράρτημα 3). 

1.9.3 Δειγματοληψία και μέτρηση 

Σε κατάλληλα χρονικά διαστήματα, λαμβάνονται διπλές φιάλες επωάσεως και τα εδαφικά δείγματα 
εκχυλίζονται με κατάλληλους διαλύτες διαφορετικής πολικότητας και αναλύονται όσον αφορά την ουσία 
δοκιμής και/ή προϊόντα μετατροπής. Σε μια καλοσχεδιασμένη μελέτη, πρέπει να υπάρχει ικανός αριθμός 
φιαλών έτσι ώστε σε κάθε δειγματοληψία να αναλίσκονται δύο φιάλες. Επίσης, σε διάφορα χρονικά 
διαστήματα (ανά 7 ημέρες κατά τη διάρκεια του πρώτου μήνα και ανά 17 ημέρες μετά τον πρώτο μήνα), κατά 
τη διάρκεια και στο τέλος της επώασης κάθε εδαφικού δείγματος, λαμβάνονται απορροφητικά διαλύματα ή 
στερεά υλικά απορρόφησης και αναλύονται για πτητικά προϊόντα. Επιπλέον, θα πρέπει να περιλαμβάνεται και 
δείγμα εδάφους λαμβανόμενο απευθείας μετά την εφαρμογή (δείγμα ημέρας 0) από 5 τουλάχιστον πρόσθετα 
σημεία δειγματοληψίας. Τα χρονικά διαστήματα θα πρέπει να επιλέγονται με τέτοιο τρόπο ώστε να μπορεί να 
διαμορφώνεται πρότυπο μείωσης της ουσίας δοκιμής και πρότυπα σχηματισμού και απομάκρυνσης των 
προϊόντων μετατροπής (π.χ. 0, 1. 3, 7 ημέρες 2, 3 εβδομάδες 1, 2, 3 μήνες, κλπ.). 

Όταν χρησιμοποιείται ουσία δοκιμής επισημασμένη με 14 Ό, θα προσδιορίζεται ποσοτικά με καύση η μη 
εκχυλίσιμη ραδιενέργεια και θα υπολογίζεται για κάθε χρονική στιγμή δειγματοληψίας ένα ισοζύγιο μάζας. 

Στην περίπτωση αναερόβιας και επώασης υπό συνθήκες αναπτυσσόμενης όρυζας, η εδαφική και υδατική φάση 
αναλύονται μαζί για την ουσία δοκιμής και τα προϊόντα μετατροπής ή διαχωρίζονται με διήθηση ή 
φυγοκέντρηση πρίν από την εκχύλιση και ανάλυση. 

1.9.4 Προαιρετικές δοκιμές 

Αερόβιες, μη στείρες μελέτες σε διάφορες πρόσθετες θερμοκρασίες και με διάφορα ποσοστά υγρασίας εδάφους 
μπορεί να είναι χρήσιμες για την εκτίμηση της επίδρασης της θερμοκρασίας και της υγρασίας των εδαφών 
στους ρυθμούς μετατροπής μιας ουσίας δοκιμής και/ή των προϊόντων της μετατροπής στο έδαφος. 

Μπορεί να επιχειρηθεί ένας πρόσθετος χαρακτηρισμός μη εκχυλίσιμης ραδιενέργειας χρησιμοποιώντας, π.χ.,τη 
μέθοδο της υπέρ το κρίσιμο σημείο εκχύλισης ρευστού. 


2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Οι ποσότητες της ουσίας δοκιμής, των προϊόντων μετατροπής, των πτητικών ουσιών (μόνον %) και των μη 
εκχυλισίμων θα πρέπει να δίδονται ως % της εφαρμοζόμενης αρχικής συγκέντρωσης και, όπου είναι σκόπιμο, 
ως ιϊι§·Ε§ εδάφους (επί ξηρού βάρους) για κάθε χρονική στιγμή δειγματοληψίας. Για κάθε χρονική στιγμή 
δειγματοληψίας θα πρέπει να δίδεται ως ποσοστό της εφαρμοζόμενης αρχικής συγκέντρωσης ένα ισοζύγιο 
μάζας. Μέσω γραφικής παράστασης των συγκεντρώσεων της ουσίας δοκιμής συναρτήσει του χρόνου μπορεί να 
γίνει εκτίμηση του χρόνου ημιζωής ή του ϋΤ 5 ο στη μετατροπή. Βασικά προϊόντα μετατροπής θα πρέπει να 
ταυτοποιούνται και οι συγκεντρώσεις τους θα πρέπει να παρίστανται επίσης γραφικώς συναρτήσει του χρόνου 
για ανεύρεση των ρυθμών σχηματισμού και απομάκρυνσης. Βασικό προϊόν μετατροπής είναι κάθε προϊόν που 
αντιπροσωπεύει > 10% της εφαρμοζόμενης δόσεως σε κάθε χρονική στιγμή κατά τη διάρκεια της μελέτης. 

Τα παγιδευόμενα πτητικά προϊόντα δίνουν μια ένδειξη του βαθμού πτητικότητας μιας ουσίας δοκιμής και των 
προϊόντων μετατροπής της από το έδαφος. 
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Με την εφαρμογή υπολογισμών στη βάση κατάλληλου μοντέλου κινητικής, θα πρέπει να λαμβάνονται 
ακριβέστεροι προσδιορισμοί τιμών χρόνου ημιζωής ή ΠΤ 5 ο και, αν είναι σκόπιμο, ϋΤ ?5 και ϋΤ<>ο· Οι τιμές 
ημιζωής και ϋΤδο θα πρέπει να αναφέρονται μαζί με την περιγραφή του χρησιμοποιηθέντος μοντέλου, της 
τάξης κινητικής και του συντελεστή προσδιορισμού (γ 2 ). Ευνοείται κινητική πρώτης τάξεως εκτός αν γ 2 < 0.7. 
Εάν είναι σκόπιμο, οι υπολογισμοί θα πρέπει να αφορούν και τα βασικά προϊόντα μετατροπής. Παραδείγματα 
κατάλληλων μοντέλων περιγράφονται στις παραπομπές 31 έως 35. 

Στην περίπτωση μελετών ρυθμού σε διάφορες θερμοκρασίες, οι ρυθμοί μετατροπής θα πρέπει να 
περιγράφονται ως συνάρτηση της θερμοκρασίας στην περιοχή των πειραματικών θερμοκρασιών 
χρησιμοποιώντας τη σχέση Αιτίιοηίιΐδ του τύπου: 


1ί=Α·β ΒίΤ ή 1η1ί=1ηΑ-^, 

όπου 1η Α και Β είναι σταθερές αναγωγής από την τομή και κλίση, αντίστοιχα, γραμμής άριστης εφαρμογής 
προερχόμενης από τη γραμμική αναγωγή του 1η Ε συναρτήσει της 1/Τ, Ε είναι η σταθερά ρυθμού στη 
θερμοκρασία Τ και Τ είναι η θερμοκρασία σε Κβίνϊη. Θα πρέπει να δίδεται προσοχή στο περιορισμένο εύρος 
θερμοκρασιών στο οποίο ισχύει η σχέση Απίιοηϊιιε σε περίπτωση όπου η μετατροπή διέπεται από μικροβιακή 
δράση. 


2.2 ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ΕΡΜΗΝΕΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Αν και οι μελέτες διεξάγονται σε τεχνητό εργαστηριακό σύστημα, τα αποτελέσματα παρέχουν τη δυνατότητα 
εκτίμησης του ρυθμού μετατροπής της ουσίας δοκιμής και του ρυθμού σχηματισμού και απομάκρυνσης των 
προϊόντων μετατροπής υπό συνθήκες επιτόπιας εφαρμογής (36X37). 

Μελέτη της πορείας μετατροπής ουσίας δοκιμής παρέχει πληροφορίες για τον τρόπο με τον οποίο η 
εφαρμοζόμενη ουσία υφίσταται δομικές μετατροπές στο έδαφος από χημικές και μικροβιακές αντιδράσεις. 


3 ΕΚΘΕΣΗ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση δοκιμής πρέπει να περιλαμβάνει τα εξής: 

Ουσία δοκιμής: 

συνήθης ονομασία, χημική ονομασία, αριθμός ΟΑ8, συντακτικός τύπος (με υπόδειξη της θέσεως του ή 
των ιχνηθετών, όταν χρησιμοποιείται ραδιοεπισημασμένο υλικό) και σχετικές φυσικοχημικές ιδιότητες 
(βλ. ενότητα 1.5) 

— καθαρότητα (προσμείξεις) της ουσίας δοκιμής 

— ραδιοχημική καθαρότητα της επισημασμένης χημικής ουσίας και ειδική ενεργότητα (όπου αυτό κρίνεται 
απαραίτητο. 

Ουσία αναφοράς: 

— χημική ονομασία και δομή των ουσιών αναφοράς που χρησιμοποιούνται για το χαρακτηρισμό ή/και την 
ταυτοποίηση των προϊόντων μετατροπής 

Εδάφη δοκιμής: 

— στοιχεία για τον τόπο συλλογής, 

— ημερομηνία και διαδικασία δειγματοληψίας του εδάφους, 

— ιδιότητες των εδαφών, όπως ρΗ, περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα, υφή (% άμμος, % ιλύς, % 

άργιλος), κατιοανταλλακτική ικανότητα, φαινόμενη πυκνότητα, χαρακτηριστικά κατακράτησης νερού 
και μικροβιακή βιομάζα, 

— χρόνος αποθήκευσης και συνθήκες αποθήκευσης (αν προηγήθηκε αποθήκευση) 
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Συνθήκες δοκιμής: 

— ημερομηνίες εκτέλεσης των μελετών, 

— ποσότητα της ουσίας δοκιμής, 

— χρησιμοποιηθέντες διαλύτες και μέθοδος εφαρμογής της ουσίας δοκιμής, 

— βάρος αρχικώς υποβληθέντος σε κατεργασία εδάφους και του οποίου η δειγματοληψία γινόταν σε κάθε 
χρονική στιγμή για ανάλυση 

— περιγραφή του χρησιμοποιηθέντος συστήματος επώασης, 

— ταχύτητες ροής αέρα (μόνο για συστήματα διέλευσης ροής) 

— θερμοκρασία πειράματος, 

— υγρασία εδάφους κατά την επώαση, 

— μικροβιακή βιομάζα αρχικώς, κατά τη διάρκεια και στο τέλος των αερόβιων μελετών, 

— ρΗ, συγκέντρωση οξυγόνου και οξειδοαναγωνικό δυναμικό αρχικά, κατά τη διάρκεια και στο τέλος των 

αναερόβιων και υπό συνθήκες ορυζώνα μελετών, 

— μέθοδος(οι) εκχύλισης, 

— μέθοδοι ποσοτικού προσδιορισμού και ταυτοποίησης της ουσίας δοκιμής και βασικών προϊόντων 
μετατροπής στο έδαφος και σε υλικά απορροφήσεως, 

— αριθμός επαναληπτικών δειγμάτων και αριθμός μαρτύρων. 

Αποτελέσματα: 

— αποτέλεσμα προσδιορισμού μικροβιακής δραστικότητας, 

— επαναληψιμότητα και ευαισθησία των χρησιμοποιούμενων αναλυτικών μεθόδων, 

— ποσοστά ανάκτησης (τιμές % για μια έγκυρη μελέτη δίδονται στο 1.7.1), 

— πίνακες αποτελεσμάτων εκφρασμένων ως % της αρχικά εφαρμοζόμενης δόσεως και, όπου κρίνεται 

σκόπιμο, ως ιη^Α^' 1 εδάφους (επί ξηρού βάρους), 

— ισοζύγιο μάζας κατά τη διάρκεια και στο τέλος των μελετών, 

— χαρακτηρισμός μη εκχυλίσιμης (δεσμευμένης) ραδιενέργειας ή υπολειμμάτων στο έδαφος, 

— ποσοτικός προσδιορισμός απελευθερωθέντος (Χ >2 και άλλων πτητικών ενώσεων, 

— γραφικές παραστάσεις συγκεντρώσεων στο έδαφος συναρτήσει του χρόνου για την ουσία δοκιμής και, 

όπου κρίνεται σκόπιμο, για βασικά προϊόντα μετατροπής, 

— χρόνος ημιζωής ή ϋ ΐ^ο , ϋΤ 75 και ϋΤ% για την ουσία δοκιμής και, όπου κρίνεται σκόπιμο, για βασικά 
προϊόντα μετατροπής, συμπεριλαμβανομένων και ορίων εμπιστοσύνης, 

— εκτίμηση της ταχύτητας αβιοτικής αποικοδόμησης υπό στείρες συνθήκες, 

— εκτίμηση της κινητικής μετατροπής για την ουσία δοκιμής και, όπου κρίνεται σκόπιμο, για βασικά 
προϊόντα μετατροπής, 

— προτεινόμενες πορείες μετατροπής, όπου κρίνεται σκόπιμο, 

— συζήτηση και ερμηνεία αποτελεσμάτων, 

— μη επεξεργασμένα δεδομένα (δηλ. χρωματογραφήματα δειγμάτων, υπολογισμοί ρυθμών μετατροπής και 
μέσα που χρησιμοποιήθηκαν για την ταυτοποίηση προϊόντων μετατροπής). 
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(Κ..Ι. Ηαηεε, Εά.), Αεαάεηιίε ΡΓεδδ, 83-122. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 

ΤΑΣΙΙ ΝΕΡΟΥ, ΕΠΙΤΟΠΙΑ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ (ΓΟ) ΚΑΙ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΣΥΓΚΡΑΤΗΣΗΣ ΝΕΡΟΥ (\ΥΠ<)(1) 


Ύψος στήλης ύδατος 
[οιπ] 

ρΡ (α1 

Μ» 

Παρατηρήσεις 

10' 

7 

Ιό 5 ϋ 

Ξηρό έδαφος 

1.6 · ΙΟ 4 

4.2 

16 

Σημείο μαρασμού 

10 4 

4 

10 


ΙΟ 3 

3 

1 


6 · ΙΟ 3 

2.8 

0.6 


3.3 · ΙΟ 2 

2,5 

0.33 ιτι 


10 2 

2 

0.1 η 


60 

1.8 

0.06 

■ Εύρος επιτόπιας ικανότητας^ 

33 

1.5 

0.033 ^ 


10 

1 

0.01 

ΥΉΟ (κατά προσέγγιση) 

1 

0 

0.001 

Κορεσμένο υδατικώς έδαφος 


(α) ρΡ = 1ο§ της στήλης ύδατος σε οπι. 

(β) 1 όατ = ΙΟ 5 Ρα. 

(γ) Αντιστοιχεί σε κατά προσέγγιση συγκέντρωση νερού 10% σε άμμο, 35% σε αργιλώδες έδαφος (Ιοαηι) και 45% σε 
άργιλο. 

(δ) Η επιτόπια ικανότητα δεν είναι σταθερή αλλά ποικίλει ανάλογα με τον τύπο του εδάφους μεταξύ ρΡ 1,5 και 2,5. 


Η τάση νερού μετριέται σε οηι στήλης ύδατος ή σε Βατ. Λόγω του μεγάλου εύρους ρόφησης, η τάση εκφράζεται απλώς ως 
τιμή ρΡ που ισοδυναμεί με το λογάριθμο της σε ο τη στήλης νερού. 

Η επιτόπια ικανότητα ορίζεται ως η ποσότητα του νερού που μπορεί να αποθηκευτεί παρά τη βαρύτητα από ένα φυσικό 
έδαφος 2 ημέρες μετά από μεγαλύτερη περίοδο βροχόπτωσης ή μετά ικανή άρδευση. Προσδιορίζεται σε αδιατάρακτο έδαφος 
επί του πεδίου. Η μέτρηση δεν εφαρμόζεται συνεπώς σε εργαστηριακά δείγματα διαταραγμένου εδάφους. Οι 
προσδιοριζόμενες σε διαταραγμένα εδάφη τιμές ΡΟ μπορεί να εμφανίζουν μεγάλες συστηματικές διακυμάνσεις. 

Η ικανότητα συγκράτησης νερού (\¥ΗΟ) προσδιορίζεται στο εργαστήριο με αδιατάρακτο και διαταραγμένο έδαφος με 
κορεσμό στήλης εδάφους από νερό μέσω τριχοειδικής μεταφοράς. Είναι ιδιαίτερα χρήσιμη για διαταραγμένα εδάφη και 
μπορεί να είναι μέχρι 30% μεγαλύτερη από την επιτόπια ικανότητα (1). Είναι επίσης ευκολότερο να προσδιοριστεί 
πειραματικώς σε σχέση με τον προσδιορισμό αξιόπιστων τιμών ΡΟ. 


(1) ΜϋοΕβηΙιαιΐδθη, Ε. (1975). ϋίο Βοάοηίαιηάο ιιηά ΐΐιτβ §6θ1ο§ΐδο1ΐ€η, §6οηιοφ1ιο1ο§ΐδο1ΐ6η, ητΐη6Γα1ο§ΐδο1ΐ6η ιιηά 
ρ6ΪΓθ1ο§ΐδο1ΐ6η Οηιηά1&£6η. ΒΕΟ-Υ6 γ 1&§, ΡταηΡίατΐ, Μαΐη. 


ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2 

ΥΓΡΑΣΙΕΣ (§ νερού ανά 100 § ξηρού εδάφους) ΔΙΑΦΟΡΏΝ ΤΥΠΩΝ ΕΔΑΦΏΝ ΑΠΌ ΔΙΑΦΟΡΕΣ ΧΩΡΕΣ 


Τύπος εδάφους 

Χώρα 


Υγρασία εδάφους σε 




ΊΥΗΟ 1 

ρΡ= 1.8 

ρΡ = 2.5 

Άμμος 

Γερμανία 

28.7 

8.8 

3.9 

Αργ. άμμος (Εοαηιγ δαηά) 

Γερμανία 

50.4 

17.9 

12.1 

Αργ. άμμος (Εοαηιγ εαηά) 

Ελβετία 

44.0 

35.3 

9.2 

Λασπώδες (8ί1ΐ Ιοαηι) 

Ελβετία 

72.8 

56.6 

28.4 

Αργ. άργιλος (01αγ Ιοαηι) 

Βραζιλία 

69.7 

.38.4 

27.3 

Αργ. άργιλος (01αγ Ιοαηι) 

Ιαπωνία 

74.4 

57.8 

31.4 

Αμμώδης άργ. (8αηάγ Ιοαηι) 

Ιαπωνία 

82.4 

59.2 

36.0 

Λασπώδες (8ΐ1ί Ιοαηι) 

ΗΠΑ 

47.2 

33.2 

18.8 

Αμμώδης άργ. (8αηάγ Ιοαηι) 

ΗΠΑ 

40.4 

25.2 

13.3 


Ικανότητα συγκράτησης νερού 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3 
Σχήμα 1 

Παράδειγμα συσκευής διελεύσεως ροής για τη μελέτη της μετατροπής χημικών σε εδάφη (1)(2) 


1: βελονοειδής βαλβίδα 

2: φιάλη με νερό για την έκπλυση αερίων 

3: υπερμεμβράνη (στείρες συνθήκες μόνο), μέγεθος πόρων 0.2 μηι 

4: φιάλη μεταβολισμού εδάφους (με επικαλυπτική στιβάδα νερού μόνο για αναερόβιες και συνθήκες ορυζώνα) 

5: παγίδα αιθυλενογλυκόλης για οργανικές πτητικές ενώσεις 

6: παγίδα θειικού οξέος για αλκαλικές πτητικές ενώσεις 

7, 8: παγίδα υδροξειδίου του νατρίου γιαίοτ 00 2 & άλλα όξινα πτητικά 

9: ροόμετρο 



Σχήμα 2 

Παράδειγμα βιυμετρικής φιάλης για τη μελέτη της μετατροπής χημικών σε εδάφη (3) 



Νατοάσβεστοε αποο. ΕΓΕ 

Επεςεργ. υαλοβάμβακας ή 
αφρός πολυουρεθάνης για 
απορ. οργαν. πτητικών 

Έδαωοε + ουσία δοκιιιήε 


(1) Οιιΐΐι, ΤΑ. (1980). ΤΙιε δΐιΐίΐν οί ίΓαηδίοηηαΙϊοηδ. 1η Ιηίεπιείϊοηδ ΕεΙινεεη ΗεΛϊειιΙεδ αικΙ Ιΐιε δοϊΐ (Ρ.Τ Ηεηεε, 1x1). 
Αεηδειηϊε Ρτεδδ, 123-157. 

(2) Οιιΐΐτ ΤΑ. (1981). Εχρειϊηιεηίηΐ αρρΓοαε1ιε8 Ιο 3ίιιάγϊη§ ίΐιε Γείε οί ρεδίϊείιίεδ ϊη 80Ϊ1. Ιη ΡΐΌ§Γε83 ιη Ρεβίϊειιΐε Βϊοε1ιεηιΐ8ΐΓγ. 
Ο.Η. Ηιιίδοη. Τ.Κ. ΡοΕειίδ, Εδδ. 1. Λνί1βγ & $οη8. νοί 1, 85-114. 

(3) ΑηάεΓδοη, Ι.Ρ.Ε. (1975). Εϊη11ιΐ88 νοη ΤοηιροπιΙιΐΓ ιιικί Εειιείιΐε αιιί νοιχίαηιρίιιηε. ΛΙιΙχιιι ιιικί ίοδίΐεειιηε νοη ΠκιΙΙαΙ ϊηι 
Βοάεη. Ζ. ΡΙΙΚταηΤΙι Ρΐΐδείιιιίζ, δοηδεΑεΙΊ VII, 141-146. 
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Γ.24. ΑΕΡΟΒΙΑ ΚΑΙ ΑΝΑΕΡΟ ΒΙΑ ΜΕΤΑΤΡΟΠΗ ΣΕ ΥΔΑΤΙΚΑ ΙΖΗΜΑΤΙΚΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ 


1. ΜΕΘΟΔΟΣ 

Η παρούσα μέθοδος δοκιμής είναι αναπαραγωγή της ΟΕΟΌ ΤΟ 308 (2002). 

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Οι χημικές ουσίες μπορούν να εισέλθουν σε ρηχά ή βαθέα ύδατα επιφάνειας με διάφορους τρόπους όπως απ’ 
ευθείας εισαγωγή, παρασυρόμενες ως ψεκάδες, απορροή, αποστράγγιση, διάθεση αποβλήτων, μέσω 
βιομηχανικών, αστικών ή αγροτικών εκροών και ατμοσφαιρική απόθεση. Στην παρούσα μέθοδο δοκιμής 
περιγράφεται εργαστηριακή μέθοδος εκτιμήσεως της αερόβιας και αναερόβιας μετατροπής οργανικών χημικών 
ουσιών σε υδατικά, ιζηματικά συστήματα. Βασίζεται σευπάρχουσες κατευθυντήριες οδηγίες (1)(2)(3)(4)(5)(6). 
Σε συνάντηση ανταλλαγής απόψεων του ΟΟΣΑ σχετικά με την επιλογή εδαφών/ιζημάτων, η οποία έλαβε χώρα 
στην ΒβΙ^ίΐΉΐο στην Ιταλία το 1995 (7) επήλθε συμφωνία, ειδικότερα, για τον αριθμό και τον τύπο των προς 
χρήση ιζημάτων στην παρούσα δοκιμή. Διαμορφώθηκαν επίσης συστάσεις σχετικά με τη συλλογή, χειρισμό 
και αποθήκευση δειγμάτων ιζημάτων, βασιζόμενες στις οδηγίες ΙδΟ (8). Τέτοιου είδους μελέτες είναι 
απαραίτητες για χημικές ουσίες οι οποίες προστίθενται στο νερό ή που είναι πιθανόν να φθάσουν στο υδατικό 
περιβάλλον μέσω των οδών που περιγράφτηκαν ανωτέρω. 

Οι συνθήκες στα φυσικά, υδατικά, ιζηματικά συστήματα είναι συχνά αερόβιες στην άνω υδατική φάση. Η 
επιφανειακή στιβάδα του ιζήματος μπορεί να είναι είτε αερόβια είτε αναερόβια, ενώ στο εσωτερικό του 
ιζήματος οι συνθήκες είναι συνήθως αναερόβιες. Στο παρόν περιγράφονται τόσο αερόβιες, όσο και αναερόβιες 
δοκιμές, ώστε να συμπεριληφθούν όλες αυτές οι πιθανότητες. Η αερόβιος δοκιμή αποτελεί προσομοίωση 
αερόβιας υδατικής στήλης πάνω από αερόβια ιζηματική στιβάδα, κάτω από την οποία βρίσκεται αναερόβια 
βαθμίδα. Η αναερόβια δοκιμή αποτελεί προσομοίωση πλήρως αναερόβιου συστίμιατος νερσύ-ιζήματος. Αν, 
λόγω περιστάσεων, πρέπει να υπάρξουν σημαντικές αποκλίσεις από αυτές τις συστάσεις, π.χ. λόγω χρήσεως 
άθικτων ιζηματικών πυρήνων ή ιζημάτων που μπορεί να έχουν εκτεθεί στην ουσία της δοκιμής, υπάρχουν για 
αυτό τον σκοπό άλλες διαθέσιμες μέθοδοι (9). 

1.2 ΟΡΙΣΜΟΙ 

Σε κάθε περίπτωση θα πρέπει να χρησιμοποιούνται οι μονάδες του Διεθνούς Συστήματος (81). 

Ουσία δοκιμής: κάθε ουσία , αρχική ή σχετικά προϊόντα μετατροπής. 

Προϊόντα μετατροπής: όλες οι ουσίες που προκύπτουν από αντιδράσεις βιοτικής ή αβιοτικής μετατροπής της 
ουσίας δοκιμής, συμπεριλαμβανομένου του 0Ο 2 και δεσμευμένων υπολειμμάτων. 

Δεσμευμένα υπολείμματα: Ως "δεσμευμένα υπολείμματα" χαρακτηρίζονται ενώσεις στο έδαφος, σε φυτά ή σε 
ζώα, οι οποίες παραμένουν στο υπόστρωμα με τη μορφή της αρχικής ουσίας ή μεταβολιτών της μετά τις 
εκχυλίσεις. Η μέθοδος εκχυλίσεως δεν πρέπει να μεταβάλλει ουσιαστικώς αυτές καθ’ αυτές τις ενώσεις ή τη 
δομή του υποστρώματος. Η φύση του δεσμού μπορεί να προσδιοριστεί εν μέρει με τη βοήθεια μεθόδων 
εκχυλίσεως που μεταβάλλουν το υπόστρωμα και εξειδικευμένες αναλυτικές τεχνικές. Μέχρι σήμερα, για 
παράδειγμα, έχουν ταυτοποιηθεί με τον τρόπο αυτό ομοιοπολικοί, ιονικοί και ροφητικοί δεσμοί, καθώς επίσης 
και παγιδεύσεις. Γενικά, ο σχηματισμός δεσμευμένων υπολειμμάτων μειώνει σημαντικώς τη 
βιοπροσβασιμότητα και βιοδιαθεσιμότητα (10) [τροποποίηση από ΙΓ1ΡΑΟ 1984 (11)]. 

Αερόβια μετατροπή: (οξειδωτική): αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα παρουσία μοριακού οξυγόνου (12). 

Αναερόβια μετατροπή: (αναγωγική): αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα απουσία μοριακού οξυγόνου (12). 

Φυσικά ύδατα: επιφανειακά ύδατα από λίμνες, ποταμούς, ρέματα, κλπ. 

Ίζημα: μίγμα ανοργάνων και οργανικών χημικών συστατικών, εκ των οποίων τα οργανικά συστατικά 
περιέχουν ενώσεις με υψηλή περιεκτικότητα σε άνθρακα και άζωτο, ενώ ταυτοχρόνως διαθέτουν και υψηλή 
μοριακή μάζα. Αποτίθεται από φυσικά ύδατα και σχηματίζει επιφάνεια επαφής (διεπαφή) με τα εν λόγω ύδατα. 
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Ανοργανοποίηση: η πλήρης αποικοδόμηση μιας οργανικής ενώσεως σε 002, Η 2 Ο υπό αερόβιες συνθήκες και 
ΟΗ 4 , 00 2 και ΙΙ 2 Ο υπό αναερόβιες συνθήκες. Στην παρούσα μέθοδο δοκιμής, όταν χρησιμοποιείται 
ραδιενεργώς επισημασμένη ένωση, ως ανοργανοποίηση ορίζεται η εκτεταμένη αποικοδόμηση ενός μορίου, 
κατά την οποία επισημασμένο άτομο άνθρακα οξειδώνεται ή ανάγεται ποσοτικώς με απελευθέρωση 
αντίστοιχης ποσότητας 14 00 2 ή 14 ΟΗ 4 . 

Χρόνος ημιζωής, ΐο. 5 , είναι ο χρόνος που απαιτείται για την κατά 50% μετατροπή της ουσίας δοκιμής, όταν η 
κινητική της αντιδράσεως μετατροπής είναι πρώτης τάξεως είναι ανεξάρτητη της αρχικής συγκέντρωσης. 

ϋΤίο (Χρόνος μειώσεως 50): είναι το χρονικό διάστημα στο οποίο η αρχική συγκέντρωση της ουσίας δοκιμής 
μειώνεται κατά 50%. 

ΌΤ 75 (Χρόνος μειώσεως 75): είναι το χρονικό διάστημα στο οποίο η αρχική συγκέντρωση της ουσίας δοκιμής 
μειώνεται κατά 75%. 

ϋΤρο (Χρόνος μειώσεως 90): είναι το χρονικό διάστημα στο οποίο η αρχική συγκέντρωση της ουσίας δοκιμής 
μειώνεται κατά 90%. 

1.3 ΟΥΣΙΕΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ 

Για την ταυτοποίηση και ποσοτικό προσδιορισμό των προϊόντων μετατροπής με τη βοήθεια φασματοσκοπικών 
και χρωματογραφικών μεθόδων, πρέπει να χρησιμοποιούνται ουσίες αναφοράς. 

1.4 ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΟΥΣΙΑ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Για τη μέτρηση της ταχύτητας μετατροπής μπορεί να χρησιμοποιηθεί είτε μη επισημασμένη, είτε 
επισημασμένη με ισότοπα ουσία δοκιμής.. Ωστόσο, προτιμάται η επισημασμένη με ισότοπα ουσία. Η 
επισημασμένη ουσία είναι απαραίτητη για τη μελέτη της πορείας μετατροπής και τον προσδιορισμό του 
ισοζυγίου μάζας. Συνιστάται η επισήμανση με 14 0, ωστόσο μπορεί να αποδειχθεί χρήσιμη και η χρήση άλλων 
ισοτόπων όπως 13 0, 15 Ν, 3 Η, 32 Ρ. Η επισήμανση θα πρέπει να γίνεται στο σταθερότερο ή σταθερότερα μέρη του 
μορίου 1 , όσο αυτό είναι δυνατόν. Η χημική ή/και ραδιοχημική καθαρότητα της ουσίας δοκιμής πρέπει να είναι 
τουλάχιστον 95%. 

Πριν από τη διεξαγωγή μιας δοκιμής, θα πρέπει να υπάρχουν διαθέσιμα τα ακόλουθα στοιχεία σχετικά με την 
ουσία δοκιμής: 


(α) διαλυτότητα σε νερό (Μέθοδος Α.6) 

(β) διαλυτότητα σε οργανικούς διαλύτες 

(γ) τάση ατμών (Μέθοδος Α.4) και η σταθερά του νόμου του Ηβιιτγ 
(δ) συντελεστής κατανομής σε η-οκτανόλη/νερό (Μέθοδος Α.8) 

(ε) σταθερά προσροφήσεως (Κ<ι, Κγ ή Κ 0 ς, ανάλογα με την περίπτωση) (Μέθοδος Γ. 18) 

(στ) υδρόλυση (Μέθοδος Γ.7) 

(ζ) σταθερά διαστάσεως (ρΚ α ) [Οδηγία ΟΟΣΑ 112] (13) 

(η) χημική δομή της ουσίας δοκιμής και θέση του ή των ισοτόπων επισημάνσεως, εφόσον υπάρχουν. 

Σημείωση : Πρέπει να αναφέρεται η θερμοκρασία στην οποία πραγματοποιήθηκαν οι εν λόγων μετρήσεις. 

Άλλες χρήσιμες πληροφορίες μπορεί να είναι δεδομένα για την τοξικότητα της ουσίας δοκιμής στους 
μικροοργανισμούς, δεδομένα σχετικά με την άμεση ή/και εγγενή βιοαποικοδομησιμότητα και δεδομένα 
αερόβιας και αναερόβιας μετατροπής στο έδαφος. 


1 Για παράδειγμα, αν η ουσία περιέχει έναν δακτύλιο, απαιτείται επισήμανση στον δακτύλιο αυτό αν η ουσία δοκιμής περιέχει 
δύο ή περισσοτέρους δακτυλίους, ίσως χρειαστεί η διεξαγωγή ξεχωριστών μελετών για την αξιολόγηση της τύχης κάθε 
επισημασμένου δακτυλίου και για τη λήψη καταλλήλων πληροφοριών για το σχηματισμό προϊόντων μετατροπής. 
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Θα πρέπει επίσης να υπάρχουν διαθέσιμες αναλυτικές μέθοδοι (συμπεριλαμβανομένων και μεθόδων 
εκχυλίσεως και καθαρισμού) για την ταυτοποίηση και ποσοτικό προσδιορισμό της ουσίας δοκιμής και των 
προϊόντων μετατροπής της στο νερό και στα ιζήματα (βλ. παράγραφο 1.7.2). 

1.5 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Στην περιγραφόμενη στην παρούσα δοκιμή μέθοδο χρησιμοποιείται αερόβιο και αναερόβιο υδατικό ιζηματικό 
σύστημα (βλ. παράρτημα 1), το οποίο παρέχει τη δυνατότητα: 

(ΐ) μετρήσεως της ταχύτητας μετατροπής της ουσίας δοκιμής σε υδατικό ιζηματικό σύστημα, 

(ϋ) μετρήσεως της ταχύτητας μετατροπής της ουσίας δοκιμής στο ίζημα, 

(ΐϋ) μετρήσεως της ταχύτητας ανοργανοποιήσεως της ουσίας δοκιμής ή/και των προϊόντων μετατροπής της 
(όταν χρησιμοποιείται ουσία δοκιμής επισημασμένη με 14 0), 

(ΐν) ταυτοποιήσεως και ποσοτικού προσδιορισμού των προϊόντων μετατροπής στην υδατική και ιζηματική 
φάση, συμπεριλαμβανομένου και του ισοζυγίου μάζας (όταν χρησιμοποιείται επισημασμένη ουσία), 

(ν) μετρήσεως της κατανομής της ουσίας δοκιμής και των προϊόντων μετατροπής της μεταξύ των δύο 
φάσεων, κατά τη διάρκεια περιόδου επωάσεως στο σκοτάδι (για την αποφυγή π.χ. υπερβολικής αύξησης 
αλγών) σε σταθερή θερμοκρασία. Οι τιμές του χρόνου ημιζωής, ϋΤ^ο, ϋΤ?5 και ϋΤθο προσδιορίζονται 
όπου το δικαιολογούν τα δεδομένα, δεν θα πρέπει όμως να χρησιμοποιούνται στην εξαγωγή 
συμπερασμάτων για χρονικές περιόδους, οι οποίες απέχουν πολύ από το χρονικό διάστημα διεξαγωγής 
του πειράματος (βλέπε παράγραφο 1.2). 

Τόσο για την αερόβια όσο και για την αναερόβια μελέτη είναι απαραίτητα τουλάχιστον δύο ιζήματα και τα 
αντίστοιχα ύδατά τους (7). Ωστόσο, μπορεί να υπάρξουν περιπτώσεις όπου να πρέπει να χρησιμοποιηθούν 
περισσότερα από δύο υδατικά ιζήματα, παραδείγματος χάριν για μια χημική ουσία που μπορεί να εμφανίζεται 
σε περιβάλλον τόσο γλυκού, όσο και θαλασσίου ύδατος. 

1.6 ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η μέθοδος εφαρμόζεται γενικά σε χημικές ουσίες (επισημασμένες ή μη) για τις οποίες υπάρχει διαθέσιμη 
αναλυτική μέθοδος ικανοποιητικής ακρίβειας και ευαισθησίας. Εφαρμόζεται σε μη πτητικές ενώσεις, ελαφρώς 
πτητικές ενώσεις, υδατοδιαλυτές ενώσεις ή και σε ενώσεις με χαμηλή υδατοδιαλυτότητα. Η δοκιμή δεν θα 
πρέπει να εφαρμόζεται σε ιδιαιτέρως πτητικές από το νερό χημικές ουσίες (π.χ. ατμίζουσες, οργανικοί 
διαλύτες), οι οποίες δεν μπορούν έτσι να διατηρηθούν στο νερό ή/και στο ίζημα υπό τις πειραματικές συνθήκες 
της παρούσας δοκιμής. 

Η μέθοδος εφαρμόζεται μέχρι στιγμής για τη μελέτη της μετατροπής χημικών ουσιών σε γλυκά ύδατα και 
ιζήματα, μπορεί όμως να εφαρμοσθεί κατ’ αρχή και σε θαλάσσια συστήματα ή συστήματα υδάτων εκβολών 
ποταμών. Δεν είναι κατάλληλη για την προσομοίωση συνθηκών σε ρέοντα ύδατα (π.χ. ποταμοί) ή στην ανοιχτή 
θάλασσα. 

1.7 ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΠΟΙΟΤΗΤΟΣ 

1.7.1 Ανάκτηση 

Από την εκχύλιση και ανάλυση διπλών, τουλάχιστον, δειγμάτων ύδατος και ιζήματος αμέσως μετά την 
προσθήκη της ουσίας δοκιμής, προκύπτει μια πρώτη ένδειξη της επαναληψιμότητας της αναλυτικής μεθόδου 
και της ομοιομορφίας της διαδικασίας εφαρμογής για την ουσία δοκιμής. Οι τιμές ανάκτησης σε μεταγενέστερα 
στάδια των πειραμάτων προκύπτουν από τα αντίστοιχα ισοζύγια μάζας (όταν χρησιμοποιείται επισημασμένη 
ουσία). Τα ποσοστά ανάκτησης θα πρέπει να κυμαίνονται από 90 έως 110% για επισημασμένες χημικές ουσίες 
(6) και από 70 έως 110% για μη επισημασμένες χημικές ουσίες. 


1.7.2 Επαναληψιμότητα και ευαισθησία της αναλυτικής μεθόδου 

Η επαναληψιμότητα της αναλυτικής μεθόδου (μη συμπεριλαμβανομένης της αποδοτικότητας της αρχικής 
εκχυλίσεως), όσον αφορά τον ποσοτικό προσδιορισμό της ουσίας δοκιμής και των προϊόντων μετατροπής, 
μπορεί να ελεγχθεί με τη βοήθεια διπλής αναλύσεως του ίδιου εκχυλίσματος των δειγμάτων νερού ή ιζήματος, 
τα οποία έχουν επωαστεί για ικανό χρονικό διάστημα για το σχηματισμό προϊόντων μετατροπής. 
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Το όριο ανιχνεύσεως (ΕΟϋ) της αναλυτικής μεθόδου για την ουσία δοκιμής και για τα προϊόντα μετατροπής θα 
πρέπει να είναι τουλάχιστον 0.01 ιιιμ-Εβ" 1 στο νερό ή στο ίζημα (ως ουσία δοκιμής) ή 1% της αρχικής 
ποσότητας που χρησιμοποιήθηκε στο σύστημα δοκιμής, όποια τιμή από τις δύο είναι χαμηλότερη. Θα πρέπει 
επίσης να προσδιορίζεται και το όριο του ποσοτικού προσδιορισμού (ΕΟζ)). 


1.7.3 Ακρίβεια δεδομένων μετατροπής 

Από την ανάλυση αναγωγής των συγκεντρώσεων της ουσίας δοκιμής ως συνάρτησης του χρόνου, προκύπτουν 
τα σχετικά στοιχεία για την ακρίβεια της καμπύλης μετατροπής και είναι δυνατός ο υπολογισμός των ορίων 
εμπιστοσύνης για τους χρόνους ημιζωής (αν ισχύει κινητική ψευδο-πρώτης τάξως) ή τις τιμές ϋΤ 5 ο και, όπου 
κρίνεται σκόπιμο, ΌΊ 75 και ϋΤ 9 ο· 

1.8 ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 

1.8.1 Σύστημα δοκιμής και εξοπλισμός 


Η μελέτη πρέπει να διεξάγεται σε υάλινους περιέκτες (π.χ. φιάλες, σωλήνες φυγοκεντρήσεως), εκτός και αν 
από προγενέστερα στοιχεία (όπως π.χ. σταθερά κατανομής σε η-οκτανόλη/νερό, δεδομένα ροφήσεως, κλπ.) 
προκύπτει ότι η ουσία δοκιμής μπορεί να κολλήσει στο γυαλί, οπότε και χρησιμοποιείται εναλλακτικό υλικό 
(π.χ. Τθίΐοη). Οταν είναι γνωστό ότι η ουσία δοκιμής κολλά στο γυαλί, το πρόβλημα μπορεί να επιλυθεί με 
χρήση μιας ή περισσοτέρων από τις ακόλουθες μεθόδους: 

— προσδιορισμός της μάζας της ουσίας δοκιμής και των προϊόντων μετατροπής της που ροφώνται στο 
γυαλί 

— διεξοδική έκπλυση με διαλύτη όλων των υάλινων σκευών μετά το πέρας της δοκιμής 

— χρήση τυποποιημένων από πλευράς συστάσεως προϊόντων (βλ. επίσης παράγραφο 1.9.2) 

— χρήση αυξημένης ποσότητας συνδιαλύτη για την προσθήκη της ουσίας δοκιμής στο σύστημα αν 
χρησιμοποιείται συνδιαλύτης, θα πρέπει να είναι τέτοιος ώστε να μην αντιδρά με την ουσία δοκιμής. 

Παραδείγματα συνήθους εξοπλισμού δοκιμής, δηλ. συστημάτων διελεύσεως ροής και τύπου βιομέτρου, 
παρουσιάζονται στα παραρτήματα 2 και 3, αντιστοιχώς (14). Άλλα χρήσιμα συστήματα επωάσεως 
περιγράφονται στη βιβλιογραφική αναφορά 15. Η σχεδίαση του πειραματικού εξοπλισμού θα πρέπει να είναι 
τέτοια που να επιτρέπει την ανταλλαγή αέρα ή αζώτου και την παγίδευση των πτητικών προϊόντων. Θι 
διαστάσεις του εξοπλισμού πρέπει να είναι τέτοιες ώστε να είναι συμβατές με τις απαιτήσεις της δοκιμής 
(βλέπε παράγραφο 1.9.1). Ο αερισμός μπορεί να γίνεται είτε με ήπια παραγωγή φυσαλίδων, είτε με διοχέτευση 
αέρα ή αζώτου πάνω από την επιφάνεια του ύδατος. Στην τελευταία περίπτωση, μπορεί να είναι σκόπιμη η 
ήπια ανάδευση του ύδατος από πάνω για καλύτερη διανομή του οξυγόνου ή του αζώτου σε αυτό. Δεν θα πρέπει 
να χρησιμοποιείται απηλλαγμένος 002 αέρας, καθώς αυτό μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα αύξηση του ρΗ του 
νερού. Ασχέτως περιπτώσεως, η διατάραξη του ιζήματος είναι ανεπιθύμητη και Θα πρέπει κατά το δυνατόν να 
αποφεύγεται. Οι ελαφρώς πτητικές χημικές ουσίες Θα πρέπει να δοκιμάζονται σε σύστημα τύπου βιο μέτρου με 
ήπια ανάδευση της επιφάνειας του ύδατος. Για την παγίδευση των πτητικών προϊόντων, μπορούν επίσης να 
χρησιμοποιηθούν κλειστά δοχεία με ατμοσφαιρικό αέρα ή άζωτο στο πάνω μέρος και εσωτερικά φιαλίδια (16). 
Κατά την αερόβια δοκιμή είναι απαραίτητη η τακτική ανανέωση του υπερκειμένου αερίου, ώστε να 
αντισταθμίζεται η κατανάλωση οξυγόνου από τη βιομάζα. 

Στις κατάλληλες παγίδες για τη συλλογή πτητικών προϊόντων μετατροπής περιλαμβάνονται, χωρίς η παράθεση 
αυτή να είναι περιοριστική, διαλύματα υδροξειδίου του καλίου ή υδροξειδίου του νατρίου 1 ιυοΓάηι για το 
διοξείδιο του άνθρακα( 2 ) και αιθυλενογλυκόλης, αιθανολαμίνης ή παραφίνης 2% σε ξυλόλιο για οργανικές 
ενώσεις. Τα πτητικά προϊόντα που σχηματίζονται υπό αναερόβιες συνθήκες, όπως μεθάνιο, μπορούν να 
συλλέγονται για παράδειγμα με μοριακά κόσκινα. Τα εν λόγω πτητικά προϊόντα μπορούν να καίγονται προς, 
π.χ., 00 2 , με διοχέτευση του αερίου μέσα από σωλήνα χαλαζία πλήρη ΟιιΟ σε θερμοκρασία 90Θ °0 και 
παγίδευση του σχηματιζόμενου 00 2 σε απορροφητικό μέσο με άλκαλι(17). 


2 

Επειδή τα αλκαλικά αυτά διαλύματα απορροφήσεως απορροφούν και το διοξείδιο του άνθρακα που προέρχεται από τον 
αερισμό, καθώς και εκείνο που σχηματίζεται από την αναπνοή στα αερόβια πειράματα, πρέπει να αλλάζονται σε τακτά 
χρονικά διαστήματα για να αποφεύγεται ο κορεσμός τους και κατά συνέπεια η απώλεια της απορροφητικής τους 
ικανότητας. 
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Απαιτείται, επίσης, εργαστηριακός εξοπλισμός για τη χημική ανάλυση της ουσίας δοκιμής και των προϊόντων 
μετατροπής (π.χ. αέρια υγρή χρωματογραφία (ΟΓΟ), υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (ΗΡΕΟ), 
χρωματογραφία λεπτής στιβάδος (ΤΓΟ), φασματοσκοπία μάζας (Μ8), αέρια χρωματογραφία-φασματοσκοπία 
μάζας (Θ8-Μ8), υγρή χρωματογραφία-φασματομετρία μάζας (Γ0-Μ3), πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός 
(ΝΜΚ.) κλπ.), ενώ απαιτούνται, κατά περίπτωση, και συστήματα ανιχνεύσεως ραδιοεπισημασμένων ή μή 
χημικών ουσιών. Όταν χρησιμοποιείται ράδιοεπισημασμένη ουσία, απαιτείται επίσης υγρός απαριθμητής 
σπινθηρισμών και οξειδωτής δια καύσεως (για την καύση ιζηματικών δειγμάτων πριν από τον προσδιορισμό 
της ραδιενέργειας). 

Απαιτείται και άλλος συνήθης εργαστηριακός εξοπλισμός για φυσικοχημικούς και βιολογικούς 
προσδιορισμούς (βλ. Πίνακα 1, παράγραφος 1.8.2.2), γυάλινα σκεύη, χημικές ουσίες και αντιδραστήρια, κατά 
περίπτωση. 

1.8.2 Επιλογή και αριθμός των υδατικών ιζημάτων 

Οι τοποθεσίες δειγματοληψίας πρέπει να επιλέγονται σύμφωνα με το σκοπό της δοκιμής στην εκάστοτε 
περίπτωση. Κατά την επιλογή τόπων δειγματοληψίας, πρέπει να λαμβάνονται υπόψη το πιθανώς υπάρχον 
ιστορικό γεωργικών, βιομηχανικών ή αστικών εισροών στο υδροφόρο στρώμα και τις πηγές του νερού. Δεν 
πρέπει να χρησιμοποιούνται ιζήματα αν αυτά έχουν προηγουμένως επιμολυνθεί με την ουσία δοκιμής ή με 
δομικά της ανάλογα μέσα στα προηγούμενα 4 χρόνια. 


1.8.2.1 Ετπλογή ιζήματος 

Για τις αερόβιες μελέτες χρησιμοποιούνται συνήθως δύο ιζήματα (7). Τα δύο επιλεγόμενα ιζήματα θα πρέπει 
να διαφέρουν στην περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα και στην υφή. Το ένα ίζημα θα πρέπει να έχει υψηλή 
περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα (2,5-7,5%) και λεπτή υφή ενώ το άλλο θα πρέπει να έχει χαμηλή 
περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα (0.5-2.5%) και τραχεία υφή. Η διαφορά μεταξύ περιεκτικοτήτων σε 
οργανικό άνθρακα θα πρέπει κανονικά να είναι τουλάχιστον 2%. "Λεπτή υφή" θεωρείται όταν η 
περιεκτικότητα σε [άργιλο + ιλύ] 3 είναι μεγαλύτερη του 50%, ενώ "τραχεία δομή" όταν η περιεκτικότητα σε 
[άργιλο + ιλύ] είναι μικρότερη του 50%. Η διαφορά μεταξύ περιεκτικοτήτων σε [άργιλο + ιλύ] των δύο 
ιζημάτων πρέπει κανονικά να είναι τουλάχιστον 20%. Στις περιπτώσεις όπου μια χημική ουσία είναι δυνατόν 
να φθάσει και σε θαλάσσια ύδατα, τουλάχιστον ένα εκ των συστημάτων νερού-ιζήματος θα πρέπει να 
προέρχεται από τη θάλασσα. 

Για την αυστηρώς αναερόβια μελέτη, θα πρέπει να γίνεται δειγματοληψία δύο ιζημάτων 
(συμπεριλαμβανομένων και των αντιστοίχων υδάτων) από τις αναερόβιες ζώνες επιφανειακών υδάτων (7). Ο 
χειρισμός και μεταφορά της ιζηματικής και υδατικής φάσεως θα πρέπει να γίνεται προσεκτικά, απουσία 
οξυγόνου. 

Υπάρχουν και άλλες παράμετροι που μπορεί να παίζουν σημαντικό ρόλο στην επιλογή των ιζημάτων και οι 
οποίες θα πρέπει να εξετάζονται κατά περίπτωση. Για παράδειγμα, το εύρος του ρΙΙ των ιζημάτων παίζει 
σημαντικό ρόλο στη δοκιμή χημικών ουσιών η μετατροπή ή/και ρόφηση των οποίων μπορεί να εξαρτάται από 
το ρΗ. Η εξάρτηση της ροφήσεως από το ρΗ μπορεί να αντικατοπτρίζεται από την ρΚ α της ουσίας δοκιμής. 

1.8.2.2 Χαρακτηρισμός δειγμάτων νερού - ιζήματος 

Στον πίνακα που ακολουθεί, παρατίθενται καίριες παράμετροι που πρέπει να μετρούνται και να αναφέρονται 
(σχετικώς με τη χρησιμοποιούμενη μέθοδο) τόσο για το νερό, όσο και για το ίζημα, καθώς και το στάδιο της 
δοκιμής κατά το οποίο πρέπει οι παράμετροι αυτοί να προσδιορίζονται. Μέθοδοι προσδιορισμού των εν λόγω 
παραμέτρων μπορεί κανείς να βρεί στις βιβλιογραφικές αναφορές (18)(19)(20)(21). 

Επιπροσθέτως, μπορεί κατά περίπτωση να είναι απαραίτητη η μέτρηση και αναφορά και άλλων παραμέτρων 
(π.χ. για γλυκά ύδατα: σωματίδια, αλκαλικότητα, σκληρότητα, αγωγιμότητα, Ν0 3 /Ρ0 4 (λόγος συγκεντρώσεων 
και επιμέρους τιμές) για ιζήματα: κατιοανταλλακτική ικανότητα, ικανότητα κατακράτησης ύδατος, ανθρακικά, 
ολικό άζωτο και φώσφορος και για θαλάσσια συστήματα: αλατότητα). Η ανάλυση ιζημάτων και υδάτων για 
νιτρικά, θειϊκά, βιοδιαθέσιμο σίδηρο και πιθανώς και άλλους υποδοχείς ηλεκτρονίων, μπορεί να αποδειχθεί 
επίσης χρήσιμη στον προσδιορισμό οξειδοαναγωγικών συνθηκών, ιδιαιτέρως όσον αφορά την αναερόβια 
μετατροπή. 


[Άργιλος + ιλύς] είναι το ανόργανο κλάσμα του ιζήματος με μέγεθος σωματιδίων μικρότερο από 50 μιη 
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Μέτρηση παραμέτρων για το χαρακτηρισμό δειγμάτων νερού-ιζήματος (7)(22)(23) 


Παράμετρος 

Στάδιο διαδικασίας δοκιμής 


Τόπος 

δειγματοληψίας 

Χειρισμός μετά 
τη 

δειγματολη ψία 

Έναρξη 

εγκλιμα 

τισμού 

Έναρξη 

της 

δοκιμής 

Κατά τη 
διάρκεια 
της 

δοκιμής 

Τέλος 

δοκιμής 

Ύδωρ 







Πηγή/προέλευση 

X 






Θερμοκρασία 

X 






ΡΗ 

X 


X 

X 

X 

X 

ΤΟΟ 



X 

X 


X 

Συγκέντρωση Ο 2 * 

X 


X 

X 

X 

X 

Δυναμικό 

οξειδοαναγωγής* 



X 

X 

X 

X 

Ίζημα 

Πηγή/προέλευση 

X 






Βάθος στιβάδας 

X 






ΡΗ 


X 

X 

X 

X 

X 

Κατανομή 

μεγέθους 

σωματιδίων 


X 





ΤΟΟ 


X 

X 

X 


X 

Μικροβιακή 

βιομάζα** 


X 


X 


X 

Δυναμικό 
οξειδοαναγωγής * 

Παρατήρηση 

(χρώμα/οσμή) 


X 

X 

X 

X 


Από πρόσφατα αποτελέσματα ερευνών προέκυψε ότι οι τιμές των μετρήσεων συγκεντρώσεως οξυγόνου στο 
νερό και των δυναμικών οξειδοαναγωγής δεν έχουν ούτε μηχανιστική ούτε προβλεπτική αξία όσον αφορά την 
αύξηση και ανάπτυξη μικρόβιακών πληθυσμών σε επιφανειακά ύδατα. (24)(25). Ο προσδιορισμός του 
βιοχημικώς απαιτουμένου οξυγόνου (ΒΟϋ, κατά τη δειγματοληψία, την έναρξη και τη λήξη της δοκιμής) και 
των συγκεντρώσεων μικρο/μακρο θρεπτικών στοιχείων Οα, Μ§ και Μη (κατά την έναρξη και τη λήξη της 
δοκιμής) στο νερό και η μέτρηση του συνολικού Ν και συνολικού Ρ στα ιζήματα (κατά τη δειγματοληψία και 
τη λήξη της δοκιμής) μπορεί να αποτελούν καλύτερα εργαλεία ερμηνείας και αξιολογήσεως της ταχύτητας και 
των οδών της αεροβίου βιομετατροπής. 

Μέθοδος ταχύτητας μικροβιακής αναπνοής (26), μέθοδος καπνισμού (27) ή μετρήσεις αποικιών σε τρυβλίο 
(π.χ. βακτήρια, ακτινομήκυτες, μήκυτες και συνολικές αποικίες) για αερόβιες μελέτες ταχύτητα 
μεθανογενέσεως για αναερόβιες μελέτες. 


1.8.3 Συλλογή, χειρισμός και αποθήκευση 

1.8.3.1 Συλλογή 

Για τη δειγματοληψία ιζημάτων θα πρέπει να χρησιμοποιείται το σχέδιο της κατευθυντήριας οδηγίας 180 για 
τη δειγματοληψία ιζημάτων του πυθμένα (8). Τα δείγματα ιζήματος θα πρέπει να λαμβάνονται από την όλη 
πάχους 5-10 οηι άνω ιζηματική στιβάδα. Εκτός του ιζήματος, από την ίδια τοποθεσία ή σημείο και κατά τον 
ίδιο χρόνο θα πρέπει να συλλέγονται δείγματα του σχετικού με το ίζημα ύδατος. Για την αναερόβια μελέτη, η 
δειγματοληψία και η μεταφορά των ιζημάτων και αντιστοίχων υδάτων πρέπει να γίνεται απουσία οξυγόνου 
(28)(βλέπε παράγραφο 1.8.2.1). Στη βιβλιογραφία περιγράφονται μερικές συσκευές δειγματοληψίας (8)(23). 
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1.8.3.2 Χειρισμός 

Το ίζημα διαχωρίζεται με διήθηση από τα ύδατα και διέρχεται σε υγρή κατάσταση από κόσκινο 2 ηυη με τη 
βοήθεια περίσσειας ύδατος της αντιστοίχου τοποθεσίας, το οποίο στη συνέχεια απορρίπτεται. Εν συνεχεία 
αναμιγνύονται γνωστές ποσότητες ιζήματος και ύδατος στην επιθυμητή αναλογία (βλ. παράγραφο 1.9.1) σε 
φιάλες επωάσεως και προετοιμάζονται για την περίοδο εγκλιματισμού (βλ. παράγραφο 1.8.4). Στην περίπτωση 
της αναεροβίου μελέτης, όλα τα στάδια του χειρισμού πρέπει να διεξάγονται απουσία οξυγόνου 
(29)(30)(31 )(32)(33). 

1.8.3.3 Αποθήκευση 

Συνιστάται έντονα η χρήση δειγμάτων ιζήματος και ύδατος που έχουν συλλεγεί πρόσφατα, αν ωστόσο είναι 
απαραίτητη η αποθήκευση, τότε ίζημα και νερό θα πρέπει να διέρχονται από κόσκινο ως περιγράφεται 
ανωτέρω και να αποθηκεύονται μαζί, υπό κατάκλυση με νερό (υδατική στιβάδα πάχους 6-10 επί), στο σκοτάδι, 
στους 4 ± 2°0 4 για χρονικό διάστημα το πολύ μέχρι 4 εβδομάδες (7)(8)(23). Τα δείγματα που θα 
χρησιμοποιηθούν για αερόβια μελέτη θα πρέπει να αποθηκεύονται έτσι ώστε να επιτρέπεται η ελεύθερη δίοδος 
του αέρα (π.χ. σε ανοιχτούς περιέκτες), ενώ τα αντίστοιχα δείγματα που θα χρησιμοποιηθούν για αναερόβια 
μελέτη, πρέπει να αποθηκεύονται απουσία οξυγόνου. Κατά τη διάρκεια της μεταφοράς και αποθηκεύσεως των 
δειγμάτων, δεν πρέπει τα δείγματα ιζήματος και νερού να καταψύχονται και το ίζημα να ξηραίνεται. 

1.8.4 Προετοιμασία τοιν δειγμάτων ιζήματος/ύδατος για τη δοκιμή 

Πριν από την προσθήκη της ουσίας δοκιμής, πρέπει να προηγείται μια περίοδος εγκλιματισμού, όπου κάθε 
δείγμα ιζήματος/ύδατος τοποθετείται στο δοχείο επωάσεως που θα χρησιμοποιηθεί στην κυρίως δοκιμή και ο 
εγκλιματισμός πραγματοποιείται υπό τις ίδιες ακριβώς συνθήκες όπως και στην επώαση (βλ. παράγραφο 1.9.1). 
Η περίοδος εγκλιματισμού είναι ο χρόνος που απαιτείται για την επίτευξη λογικής σταθερότητας στο σύστημα, 
όσον αφορά το ρΗ, τη συγκέντρωση οξυγόνου στο νερό, το δυναμικό οξειδοαναγωγής του ύδατος και του 
ιζήματος και το μακροσκοπικό διαχωρισμό των φάσεων. Η περίοδος εγκλιματισμού διαρκεί κανονικά από μια 
έως δύο εβδομάδες και δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τις τέσσερις εβδομάδες. Αποτελέσματα προσδιορισμών 
που διεξήχθησαν κατά τη διάρκεια της εν λόγω περιόδου πρέπει να αναφέρονται. 

1.9 ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΤΗΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

1.9.1 Συνθήκες δοκιμής 

Η δοκιμή θα πρέπει να εκτελείται στη συσκευή επωάσεως (βλ. παράγραφο 1.8.1) με λόγο όγκων 
ύδατος/ιζήματος μεταξύ 3:1 και 4:1 και πάχος στιβάδας ιζήματος 2,5 οηι (± 0.5 οηι)( 4 ). Η ελάχιστη ποσότητα 
ιζήματος (σε ξηρή κατάσταση) που συνιστάται για κάθε δοχείο επωάσεως είναι τα 50 γρ. 

Η δοκιμή θα πρέπει να διεξάγεται στο σκοτάδι υπό σταθερή θερμοκρασία στην περιοχή από 10 έως 30 °0. 
Ενδείκνυται θερμοκρασία της τάξεως των (20 ± 2) °0. Εφόσον κριθεί σκόπιμο, μπορεί να εξεταστεί κατά 
περίπτωση και μια πρόσθετη χαμηλότερη θερμοκρασία (π.χ. 10 Ο), ανάλογα με τις πληροφορίες που 
απαιτούνται από τη δοκιμή. Η θερμοκρασία επωάσεως θα πρέπει να παρακολουθείται και να αναφέρεται στην 
έκθεση. 


Από πρόσφατες μελέτες έχει αποδειχθεί ότι η αποθήκευση στους 4 °0 μπορεί να οδηγήσει σε μείωση της περιεκτικότητας 
σε οργανικό άνθρακα του ιζήματος, με πιθανή συνέπεια ελάττωση της μικροβιακής δράσεως (34). 
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1.9.2 Επεξεργασία και εφαρμογή της ουσίας δοκιμής 

Χρησιμοποιείται μία συγκέντρωση δοκιμής της χημικής ουσίας( 5 ). Για χημικές ουσίες προστασίας 
καλλιεργειών που χρησιμοποιούνται απ’ ευθείας σε υδάτινα περιβάλλοντα, ως μέγιστο ποσοστό εφαρμογής θα 
πρέπει να λαμβάνεται η μεγίστη δόση που αναφέρεται στην ετικέτα, υπολογιζόμενο βάσει του εμβαδού της 
επιφάνειας του ύδατος στο δοχείο δοκιμής. Σε όλες τις υπόλοιπες περιπτώσεις, η προς χρήση συγκέντρωση θα 
πρέπει να βασίζεται σε προβλέψεις από περιβαλλοντικές εκπομπές. Πρέπει επίσης να λαμβάνεται μέριμνα, 
ώστε να διασφαλίζεται η εφαρμογή μιας ενδεδειγμένης συγκέντρωσης της ουσίας δοκιμής, που να 
χαρακτηρίζει την οδό μετατροπής και τον σχηματισμό και αποσύνθεση των προϊόντων μετατροπής. Μπορεί να 
είναι αναγκαία η χρήση μεγαλυτέρων δόσεων (π.χ. 10 φορές) σε περιπτώσεις όπου οι συγκεντρώσεις της 
ουσίας δοκιμής είναι πολύ κοντά στα όρια ανιχνεύσεως κατά την έναρξη της μελέτης ή/και όπου βασικά 
προϊόντα μετατροπής δεν μπορούν να ανιχνευθούν εύκολα όταν είναι παρόντα σε ποσοστό 10% του ποσοστού 
εφαρμογής της ουσίας δοκιμής. Ωστόσο αν χρησιμοποιηθούν υψηλότερες συγκεντρώσεις δοκιμής, αυτό δεν θα 
πρέπει να επιδρά αρνητικά στη μικρόβιακή δραστικότητα του συστήματος νερό-ίζημα. Για να επιτευχθεί 
σταθερή συγκέντρωση της ουσίας δοκιμής σε δοχεία με διαφορετικές διαστάσεις, μπορεί να κριθεί σκόπιμη 
κάποια προσαρμογή της ποσότητας της εφαρμοζόμενης ουσίας, με βάση το βάθος της υδάτινης στήλης στο 
δοχείο σε σχέση με το βάθος του ύδατος στην τοποθεσία δειγματοληψίας (που υποτίθεται ότι είναι 100 οηη 
μπορούν όμως να χρησιμοποιηθούν και άλλα βάθη). Για ένα παράδειγμα υπολογισμού, βλ. παράρτημα 4. 

Θεωρητικώς, η ουσία δοκιμής θα πρέπει να εφαρμόζεται ως υδατικό διάλυμα στην υδατική φάση του 
συστήματος δοκιμής. Αν δεν μπορεί να γίνει διαφορετικά, επιτρέπεται η χρήση μικρή ποσοτήτων αναμίξιμων 
με το νερό διαλυτών (όπως ακετόνη, αιθανόλη) για την εφαρμογή και κατανομή της ουσίας δοκιμής, δεν πρέπει 
όμως να υπερβαίνουν το 1% κ.ο. ενώ δεν πρέπει να έχουν αρνητικές επιπτώσεις στη μικρό βιακή δραστικότητα 
του συστήματος δοκιμής. Πρέπει να δίδεται ιδιαίτερη προσοχή στη δημιουργία του υδατικού διαλύματος της 
ουσίας δοκιμής - για τη διασφάλιση πλήρους ομοιογένειας, μπορεί να είναι σκόπιμη η χρήση στηλών 
παραγωγής και προανάμειξη. Μετά την προσθήκη του υδατικού διαλύματος στο σύστημα δοκιμής, συνιστάται 
ήπια ανάδευση της υδατικής φάσεως, με την ελάχιστη δυνατή ανατάραξη του ιζήματος. 

Η χρήση τυποποιημένων προϊόντων δεν συνιστάται συνήθως καθώς τα συστατικά του παρασκευάσματος 
μπορεί να επηρεάζουν την κατανομή της ουσίας δοκιμής ή/και των προϊόντων μετατροπής μεταξύ υδατικής και 
ιζηματικής φάσεως. Ωστόσο, για ουσίες δοκιμής με μικρή διαλυτότητα στο νερό, η χρήση τυποποιημένου 
υλικού μπορεί να αποτελέσει μια κατάλληλη εναλλακτική λύση. 

Ο αριθμός των δοχείων επωάσεως εξαρτάται από τον αριθμό των χρόνων δειγματοληψίας (βλ. τιαράγραφο 
1.9.3). Πρέπει να χρησιμοποιείται ικανός αριθμός συστημάτων δοκιμής, έτσι ώστε για κάθε χρόνο 
δειγματοληψίας να μπορούν να αναλίσκονται δύο συστήματα δοκιμής. Όπου χρησιμοποιούνται μονάδες 
ελέγχου του κάθε υδατικού ιζηματικού συστήματος, αυτές δεν θα πρέπει να έχουν κατεργαστεί με την ουσία 
δοκιμής. Οι μονάδες ελέγχου μπορούν να χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της μικρό βιακή ς βιομάζας 
του ιζήματος και του συνολικού οργανικού άνθρακα του ύδατος και του ιζήματος κατά τη λήξη της μελέτης. 
Δύο από τις μονάδες ελέγχου (δηλ. μια μονάδα ελέγχου από κάθε υδατικό ίζημα) μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
για την παρακολούθηση των απαιτουμένων παραμέτρων στο ίζημα και στο νερό κατά τη διάρκεια της περιόδου 
εγκλιματισμού (βλ. πίνακα στην παράγραφο 1.8.2.2). Στην περίπτωση όπου η ουσία δοκιμής εφαρμόζεται με τη 
βοήθεια διαλύτη, πρέπει να περιλαμβάνονται δύο ακόμη μονάδες ελέγχου για την μέτρηση τυχόν δυσμενών 
επιδράσεων στη μικροβιακή δραστικότητα του συστήματος δοκιμής. 


1.9.3 Διάρκεια δοκιμής και δειγματοληψία 

Η διάρκεια του πειράματος δεν θα πρέπει κανονικά να υπερβαίνει τις 100 ημέρες (6) και θα πρέπει να 
συνεχίζεται μέχρις ότου είτε να εξακριβωθεί η πορεία αποικοδομήσεως και ο τρόπος κατανομής 
ύδατος/ιζήματος, είτε να έχει αναλωθεί λόγω μετατροπής ή/και απομάκρυνσης λόγω πτητικότητας το 90% της 
ουσίας δοκιμής. Ο αριθμός των χρόνων δειγματοληψίας πρέπει να είναι τουλάχιστον έξι 
(συμπεριλαμβανομένου και του χρόνου μηδέν), χρησιμοποιώντας ενδεχομένως για τον καθορισμό του 
ενδεδειγμένου καθεστώτος δειγματοληψίας και της διάρκειας της δοκιμής μια προαιρετική προκαταρκτική 
μελέτη (βλ. παράγραφο 1.9.4), εκτός και αν υπάρχουν διαθέσιμα επαρκή δεδομένα από προηγούμενες μελέτες. 
Για υδρόφοβες ουσίες δοκιμής, μπορεί να χρειάζονται πρόσθετα σημεία δειγματοληψίας κατά τη διάρκεια της 
αρχικής περιόδου της μελέτης, προκειμένου να προσδιοριστεί ο λόγος κατανομής μεταξύ των φάσεων του 
νερού και του ιζήματος. 


Η δοκιμή με δεύτερη συγκέντρωση μπορεί να είναι χρήσιμη για χημικές ουσίες που φθάνουν τα επιφανειακά ύδατα μέσω 
διαφορετικών οδών εισαγωγής, με αποτέλεσμα σημαντικά)ς διαφορετικές συγκεντρώσεις, εφ’ όσον βέβαια η μικρότερη 
συγκέντρωση μπορεί να αναλυθεί με ικανοποιητική ακρίβεια. 
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Σε κατάλληλα χρονικά σημεία δειγματοληψίας, ολόκληρα δοχεία επωάσεως (επαναληπτικά) απομακρύνονται 
προς ανάλυση. Το ίζημα και το υπερκείμενο νερό αναλύονται ξεχωριστά 6 . Το υπερκείμενο νερό θα πρέπει να 
απομακρύνεται προσεκτικά, με την ελάχιστη δυνατή ανατάραξη του ιζήματος. Η εκχύλιση και ο 
χαρακτηρισμός της ουσίας δοκιμής και των προϊόντων μετατροπής πρέπει να γίνονται με κατάλληλες 
αναλυτικές μεθόδους. Θα πρέπει να λαμβάνεται μέριμνα για την απομάκρυνση τυχόν υλικού που μπορεί να 
έχει προσροφηθεί στο δοχείο επωάσεως ή σε σωληνώσεις διασύνδεσης που χρησιμοποιούνται για την 
παγίδευση των πτητικών ουσιών. 

1.9.4 Προαιρετική προκαταρκτ ική δοκιμή 

Αν από άλλες σχετικές μελέτες δεν είναι δυνατόν να προσδιοριστεί διάρκεια και καθεστώς δειγματοληψίας για 
την ουσία δοκιμής, μπορεί να κριθεί σκόπιμη η διεξαγωγή προαιρετικής προκαταρκτικής δοκιμής, η οποία θα 
πρέπει να διεξάγεται υπό τις ίδιες συνθήκες δοκιμής που προτείνονται για την οριστική μελέτη. Οι σχετικές 
πειραματικές συνθήκες και τα αποτελέσματα της προκαταρκτικής δοκιμής, εφόσον γίνει, πρέπει να 
αναφέρονται εν συντομία στην έκθεση. 

1.9.5 Μετρήσεις και ανάλυση 

Σε κάθε χρόνο δειγματοληψίας στο νερό και το ίζημα, θα πρέπει να μετριέται και να αναφέρεται στην έκθεση η 
συγκέντρωση της ουσίας δοκιμής και των προϊόντων μετατροπής (ως συγκέντρωση και ως ποσοστό της 
εφαρμοζόμενης). Γενικά, προϊόντα μετατροπής που ανιχνεύονται ως ποσοστό άνω του 10% της εφαρμοζομένης 
ραδιενέργειας στο σύνολο του συστήματος ύδατος-ιζήματος σε κάθε χρόνο δειγματοληψίας, θα πρέπει να 
ταυτοποιούνται, εκτός και αν υπάρχει λογική αιτιολόγηση περί του αντιθέτου. Προϊόντα μετατροπής των 
οποίων οι συγκεντρώσεις αυξάνονται συνεχώς κατά τη διάρκεια της μελέτης, θα πρέπει και αυτά να 
λαμβάνονται υπ’ όψη για ταυτοποίηση, ακόμη και αν οι συγκεντρώσεις τους δεν υπερβαίνουν τα ανωτέρω 
δοθέντα όρια, καθώς αυτό μπορεί να δείχνει την ύπαρξη ανθεκτικότητας. Τα θέματα αυτά πρέπει να 
εξετάζονται κατά περίπτωση και στην έκθεση να καταγράφονται οι αντίστοιχες αιτιολογίες. 

Για κάθε χρόνο δειγματοληψίας, θα πρέπει να αναφέρονται τα αποτελέσματα από τα συστήματα παγιδεύσεως 
αερίων/πτητικών ενώσεων (002 και άλλα, δηλ. πτητικές οργανικές ενώσεις). Επίσης, θα πρέπει να αναφέρονται 
και τα ποσοστά ανοργανοποίησης. Τέλος, θα πρέπει να αναφέρονται για κάθε σημείο δειγματοληψίας τα μη 
εκχυλίσιμα (δεσμευμένα) υπολείμματα στο ίζημα. 


2 ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

2.1 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Σε κάθε χρόνο δειγματοληψίας, πρέπει να υπολογίζεται το συνολικό ισοζύγιο μάζας ή ανάκτηση (βλ. 
παράγραφος 1.7.1) της προστεθείσας ραδιενέργειας . Τα αποτελέσματα θα πρέπει να αναφέρονται ως ποσοστό 
της προστεθείσας ραδιενέργειας. Για κάθε χρόνο δειγματοληψίας, θα πρέπει επίσης να αναφέρεται η 
κατανομή της ραδιενέργειας μεταξύ νερού και ιζήματος ως συγκεντρώσεις και ποσοστά. 

Πρέπει να υπολογίζονται ο χρόνος ημιζωής, ο ϋΤ 5 ο και, αν χρειάζεται, οι ΟΤγ 5 και ϋΤ% της ουσίας δοκιμής, 
μαζί με τα όρια εμπιστοσύνης τους (βλ. παράγραφος 1.7.3). Πληροφορίες για την ταχύτητα ανάλωσης της 
ουσίας δοκιμής στο νερό και το ίζημα μπορούν να ληφθούν με τη χρήση καταλλήλων εργαλείων εκτίμησης. 
Σε αυτά περιλαμβάνονται η εφαρμογή κινητικής αντιδράσεως ψευδο-πρώτης τάξεως, εμπειρικές τεχνικές 
προσαρμογής καμπύλών, στις οποίες χρησιμοποιούνται γραφικές ή αριθμητικές λύσεις καθώς και 
περισσότερο περίπλοκες εκτιμήσεις που χρησιμοποιούν, για παράδειγμα, μοντέλα απλού ή πολλαπλών χώρων 
(εοηιρ&ΓΐιηοηΙ). Περισσότερες λεπτομέρειες μπορεί κανείς να βρεί στην αντίστοιχη δημοσιευμένη 
βιβλιογραφία (35)(36)(37). 
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Στις περιπτώσεις όπου μπορεί να συμβεί γρήγορη επανοξείδωση των προϊόντων αναεροβίου μετατροπής, οι αναερόβιες 
συνθήκες πρέπει να διατηρούνται κατά τη διάρκεια του δειγματοληψίας και της αναλύσεως. 
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Ολες οι προσεγγίσεις έχουν τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματά τους και διαφέρουν σημαντικά από 
πλευράς πολυπλοκότητας. Η υπόθεση της κινητικής πρώτης τάξεως μπορεί να θεωρηθεί ως υπεραπλούστευση 
των διαδικασιών αποικοδομήσεως και κατανομής, όμως όπου είναι δυνατή παρέχει έναν όρο (τη σταθερά 
ταχύτητας ή τον χρόνο ημιζωής), ο οποίος είναι εύκολα κατανοητός και με ιδιαίτερη αξία σε μοντέλα 
προσομοιώσεως και σε υπολογισμούς προβλεπομένων περιβαλλοντικών συγκεντρώσεων. Οι εμπειρικές 
προσεγγίσεις ή οι γραμμικοί μετασχηματισμοί μπορεί να οδηγήσουν σε καλύτερα αποτελέσματα από πλευράς 
προσαρμογής των καμπύλών στα δεδομένα και, κατά συνέπεια, δίνουν μια καλύτερη εκτίμηση του χρόνου 
ημιζωής, του ϋΤ 5 ο και, αν χρειάζεται, των ΟΤγ 5 και ϋΤ^· Η χρήση των παραγώγων σταθερών είναι, ωστόσο, 
περιορισμένη. Τα μοντέλα χώρου (εοηιραΐ'ΐηίΘηί ιηοάβίδ) μπορούν να δημιουργήσουν μια σειρά από χρήσιμες 
σταθερές, σημαντικές στην αξιολόγηση του κινδύνου, που περιγράφουν την ταχύτητα αποικοδομήσεως στους 
διάφορους χώρους και την κατανομή της χημικής ουσίας. Μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν για την 
εκτίμηση σταθερών ταχύτητας σχηματισμού και αποικοδομήσεως κυρίων προϊόντων μετατροπής. Σε όλες τις 
περιπτώσεις, η επιλεγόμενη μέθοδος πρέπει να αιτιολογείται και ο ερευνητής πρέπει να αποδεικνύει γραφικώς 
ή/και στατιστικώς την καταλληλότητα της προσαρμογής. 


3 ΕΚΘΕΣΗ 

3.1 ΕΚΘΕΣΗ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Η έκθεση πρέπει να περιλαμβάνει τις ακόλουθες πληροφορίες: 

Ουσία δοκιμής: 

— συνήθης ονομασία, χημική ονομασία, αριθμός ΟΑ8, συντακτικός τύπος (με υπόδειξη της θέσεως του ή 
των ίχνη θετών, όταν χρησιμοποιείται ραδιοεπισημασμένο υλικό) και σχετικές φυσικοχημικές ιδιότητες 

— καθαρότητα (προσμείξεις) της ουσίας δοκιμής 

— ραδιοχημική καθαρότητα της επισημασμένης χημικής ουσίας και μοριακή ενεργότητα (όπου αυτό 
κρίνεται απαραίτητο). 

Ουσίες αναφοράς: 

χημική ονομασία και δομή των ουσιών αναφοράς που χρησιμοποιούνται για το χαρακτηρισμό ή/και την 
ταυτοποίηση των προϊόντων μετατροπής 

Δοκιμή ιζημάτων καιυδάτων: 

— θέση και περιγραφή της ή των τόπων δειγματοληψίας του υδατικού ιζήματος συμπεριλαμβανομένου, αν 
αυτό είναι δυνατό, και του ιστορικού τυχόν μολύνσεως 

— όλες οι πληροφορίες που σχετίζονται με τη συλλογή, αποθήκευση (αν χρειάστηκε) και εγκλιματισμό των 
συστημάτων ύδατος-ιζήματος 

— χαρακτηριστικά των δειγμάτων ύδατος-ιζήματος, όπως καθορίζονται στον πίνακα στην παράγραφο 

1 . 8 . 2 . 2 . 

Συνθήκες δοκιμής: 


— χρησιμοποιηθέν σύστημα δοκιμής (π.χ. διελεύσεως ροής, βιόμέτρο, τρόπος αερισμού, μέθοδος 
αναδεύσεως, όγκος νερού, μάζα ιζήματος, πάχος στιβάδας ύδατος και ιζήματος, διαστάσεις δοχείων 
δοκιμής κλπ.) 

— εφαρμογή της ουσίας δοκιμής στο σύστημα δοκιμής: χρησιμοποιηθείσα συγκέντρωση δοκιμής, αριθμός 
επαναληπτικών δειγμάτων και μαρτύρων, τρόπος εφαρμογής της ουσίας δοκιμής (π.χ. τυχόν χρήση 
διαλύτη), κλπ. 

— θερμοκρασία επωάσεως 

— χρόνοι δειγματοληψίας 

— μέθοδοι εκχυλίσεως και αποδόσεις, αναλυτικές μέθοδοι και όρια ανιχνεύσεως 

— μέθοδοι χαρακτηρισμού/ταυτοποιήσεως των προϊόντων μετατροπής 

— αποκλίσεις από το πρωτόκολλο ή τις συνθήκες δοκιμής κατά τη διάρκεια της μελέτης. 

Αποτελέσματα: 

— ανεπεξέργαστα αριθμητικά δεδομένα αντιπροσωπευτικών αναλύσεων (όλα τα ανεπεξέργαστα δεδομένα 

πρέπει να φυλάσσονται στο αρχείο ΟΕΠ) 
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— επαναληψιμότητα και ευαισθησία των χρησιμοποιούμενων αναλυτικών μεθόδων 

— Ποσοστά ανακτήσεως (% τιμές για μια έγκυρη μελέτη δίνονται στην παράγραφο 1.7.1) 

— πίνακες αποτελεσμάτων εκφραζομένων ως ποσοστό % της εφαρμοζόμενης δόσεως και σε ηι^-Ι^' 1 σε 
νερό, ίζημα και συνολικό σύστημα (μόνο %) για την ουσία δοκιμής και, αν κρίνεται απαραίτητο, για τα 
προϊόντα μετατροπής και τη μη εκχυλισθείσα ραδιενέργεια. 

— ισοζύγιο μάζας κατά τη διάρκεια και κατά τη λήξη των μελετών 

— γραφική αναπαράσταση της μετατροπής στα κλάσματα ύδατος και ιζήματος και στο όλο σύστημα 
(συμπεριλαμβανομένης και της ανοργανοποιήσεως) 

— Ποσοστά ανοργανοποιήσεως 

χρόνος ημιζωής, ΌΤ 5 ο και, αν είναι απαραίτητο, ΟΤγ 5 και για την ουσία δοκιμής και, όπου είναι 
απαραίτητο, για κύρια προϊόντα μετασχηματισμού, συμπεριλαμβανομένων και των ορίων εμπιστοσύνης 
στο νερό, ίζημα και σε όλο το σύστημα 

— εκτίμηση της κινητικής μετατροπής της ουσίας δοκιμής και, όπου είναι απαραίτητο, των κυρίων 
προϊόντων μετατροπής 

— προτιμώμενη οδός μετατροπής, όπου κρίνεται απαραίτητο 

— συζήτηση των αποτελεσμάτων. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 

ΚΑΤΕΥΘΥΝΤΗΡΙΑ ΟΔΗΓΙΑ ΓΙΑ ΤΑ ΑΕΡΟΒΙΑ ΚΑΙ ΑΝΑΕΡΟΒΙΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ ΔΟΚΙΜΗΣ 


Αερόβιο σύστημα δοκιμής 

Το αερόβιο σύστημα δοκιμής που περιγράφεται στην παρούσα μέθοδο αποτελείται από μια αερόβια στιβάδα ύδατος 
(συνήθεις συγκεντρώσεις οξυγόνου από 7 έως 10 ηι§ Γ 1 ) και στιβάδα ιζήματος, αερόβια στην επιφάνεια και αναερόβια κάτω 
από την επιφάνεια (σύνηθες μέσο δυναμικό οξειδοαναγωγής (Εκ) στην αναερόβια ζώνη του ιζήματος από -80 έως -190 ηιν). 
Υγρός αέρας διέρχεται πάνω από την επιφάνεια του νερού σε κάθε μονάδα επωάσεως για να διατηρηθεί επαρκής ποσότητα 
οξυγόνου στον υπερκείμενο χώρο. 

Αναερόβιο σύστημα δοκιμής 

Για το αναερόβιο σύστημα δοκιμής η διαδικασία δοκιμής είναι ουσιαστικδις η ίδια με την περιγραφείσα στο αερόβιο 
σύστημα, εκτός του ότι πάνω από την επιφάνεια του νερού διοχετεύεται ένυγρο αέριο άζωτο, σε κάθε μονάδα επωάσεως, 
ώστε να διατηρείται υπερκείμενος χώρος πλήρης αζώτου. Το ίζημα και το νερό θεωρούνται ως αναερόβια εφόσον το 
δυναμικό οξειδοαναγωγής (Εκ) είναι μικρότερο από -100 ηιν. 

Στην αναερόβια δοκιμή, η εκτίμηση της ανοργανοποιήσεως συμπεριλαμβάνει και μέτρηση του εκλυόμενου διοξειδίου του 
άνθρακα και μεθανίου. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2 


ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑ ΔΙΑΤΑΞΕ ΩΣ ΔΙΕΛΕΥΣΕΩΣ ΡΟΗΣ 


Παγίδα ασφαλείας άδεια 
Παγίδα 1: 

αιθυλενογλυκόλη για την 
παγίδευση πτητικών 
οργανικών ενώσεων 

Παγίδα 2: 

θειϊκό οξύ 0.1 Μ για την 
παγίδευση αλκαλικών 
πτητικών ενώσεων 

Παγίδες 3 & 4: 
υδροξείδιο του νατρίου 
2Μ για την παγίδευση 
00 2 και άλλων όξινων 
πτητικών ενώσεων 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3 

ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑ ΛΙΑΤΑΞΕΩΣ ΒΙΟΜΕΤΡΟΥ 
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Σύστημα απορροψήεπεαις 002 και 
οργανικών πτητικών ενώσεων 
(διαπερατό από 02) 





Συσκευή για απομάκρυνση 002 



Ανοιγμα για 

προσδιορισμό οξυγόνου 
στο νερό 


Ανοιγμα για προσδιορισμό 
αερίου (με διάφραγμα 
κλειστό) 


Αναδευτήρας 


Νερό 


Ίζημα 


Μαγνητικός αναδευτήρας 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 4 

ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑ ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΥ ΔΟΣΕΩΣ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ ΣΕ ΔΟΧΕΙΑ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Εσωτερική διάμετρος κυλίνδρου: = 8 επί 

Βάθος στήλης ύδατος μη συμπεριλαμβανομένου του ιζήματος: = 12 επί 

Εμβαδόν επιφάνειας: 3.142 χ4 2 = 50.3 επί 2 

Ποσοστό εφαρμογής: 500 § ουσίας δοκιμής/ΐια αντιστοιχεί σε 5 μ§/οηι 2 
Σύνολο μ§: 5 χ 50.3 =251.5 μ§ 

Ρύθμιση ποσότητας σύμφωνα με βάθος 100 επί: 

12x251.5 + 100 = 30.18 μ§ 

Όγκος στήλης ύδατος: 50.3 χ 12 = 603 πιΐ 

Συγκέντρωση στο νερό: 30.18 + 603 = 0.050 μ§/ηι1 ή 50 μ§/1 

Ο ΠΡΟΕΔΡΟΣ Η ΓΡΑΜΜΑΤΕΑΣ 

ΝΙΚ. ΧΑΤΣΗΧΡΗΣΤΙΔΗΣ ΕΛ. ΠΑΛΛΑΡΗ 

ΤΑ ΜΕΛΗ: Δ. Μαντέλης, Ν. Κατσίμπας, Α. Παπαθανασίου, Κ. Αυγουστάκης, 

Γ. Σιαμαντάς, I. Γαγλίας. 

Η ισχύς της παρούσας απόφασης αρχίζει από τη δημοσίευσή της στην Εφημερίδα της Κυβερνήσεως. 
Η απόφαση αυτή να δημοσιευθεί στην Εφημερίδα της Κυβερνήσεως. 

Αθήνα, 26 Απριλίου 2005 

οι ΥΠΟΥΡΓΟΙ 

ΥΦΥΠΟΥΡΓΟΣ 

ΟΙΚΟΝΟΜΙΑΣ ΚΑΙ ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΩΝ ΟΙΚΟΝΟΜΙΑΣ ΚΑΙ ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΩΝ 

ΓΕΩΡΓΙΟΣ ΑΛΟΓΟΣΚΟΥΦΗΣ ΑΔΑΜ ΡΕΓΚΟΥΖΑΣ 


ΑΠΟ ΤΟ ΕΘΝΙΚΟ ΤΥΠΟΓΡΑΦΕΙΟ 




